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Sommario 
 
In corso di fenomeni neoplastici si verifica una profonda dismielopoiesi associata allo sviluppo di 
cellule immunosoppressorie di derivazione mielode (Myeloid‐derived suppressor cells, MDSC), che 
favoriscono  l’accettazione  del  tumore  e  la  sua  progressione.  Dall’analisi  di  diversi  tumori 
sperimentali è emerso che le citochine GM‐CSF, G‐CSF, IL‐6, che generalmente determinano la 
differenziazione  delle  popolazioni  polimorfonucleate  e  monocitarie  a  livello  midollare,  sono 
implicate  nei  meccanismi  di  differenziamento  delle  MDSC.  Mediante  stimolazione  di  cellule 
mieloidi immature di topo con queste citochine era possibile ottenere le MDSC in vitro. Le MDSC 
ottenute in coltura dopo stimolazione con la combinazione delle citochine GM‐CSF + G‐CSF e ancor 
più efficacemente con GM‐CSF + IL‐6 dimostravano di avere una potente attività soppressoria in 
vitro. Inoltre, il trasferimento adottivo di MDSC singeniche, ottenute da questi due tipi di colture, 
in  topi  resi  diabetici  e  che  avevano  subito  un  allotrapianto  di  isole  pancreatiche  a  livello 
subcapsulare renale, favoriva la tolleranza del trapianto. 
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1 Premessa  
 
Questo progetto è stato realizzato in collaborazione con il Consorzio per la ricerca sul trapianto di 
organi, cellule, tessuti e medicina rigenerativa (CORIT) e con l’Istituto Oncologico Veneto (IOV). In 
particolare, nel laboratorio del dott. Bronte sono state generate in vitro le cellule soppressorie di 
derivazione mieloide (MDSC) e, inoltre, lì è stata condotta anche parte della sperimentazione in 
vitro presente in questa tesi di Laurea. Infine, i roditori su cui è stata svolta la sperimentazione 
sono stati ospitati presso gli stabulari dello IOV. 
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2 Introduzione  
 
2.1 Il diabete mellito  
 
2.1.1 I tipi di diabete mellito 
 
Il diabete mellito è una grave patologia cronica progressiva, che consiste in un’alterata omeostasi 
del metabolismo glucidico e lipidico dovute ad un’impropria regolazione da parte dell’insulina, che 
provoca elevati livelli glicemici sia a digiuno sia dopo i pasti. Se questa alterata omeostasi non 
ritorna alla normalità e continua per protratti periodi di tempo, l’iperglicemia evolverà in diabete 
mellito (Ashkok G., Tiwari J. et al., 2002). Questa malattia ha effetti estremamente debilitanti ed 
elevati costi per le cure mediche. Nel 2000 contava 170 milioni di casi in tutto il mondo ed il 
numero dei malati si stima aumenterà drammaticamente nei prossimi anni, fino a raddoppiare nel 
2030. Molti sono i fattori che determinano l’incidenza così elevata di questa malattia, a cominciare 
dall’aumentata disponibilità di nutrimento, dal cambiamento dello stile di vita, caratterizzato da 
un’attività  fisica  estremamente  ridotta,  che  contribuiscono  ad  un’aumentata  prevalenza 
dell’obesità (Wild S., Roglic G. et al. 2004). 
Si  distinguono  due  principali  classi  di  diabete  mellito,  il  tipo  1  (storicamente  definito  diabete 
mellito ad insorgenza giovanile o insulino‐dipendente ‐ IDDM) e il tipo 2 (o diabete mellito non 
insulino‐dipendente  –  NIDDM),  che  manifestano  dei  sintomi  comuni  quali  l’iperglicemia  e  lo 
sviluppo di complicanze a lungo termine, ma che allo stesso tempo differiscono per molti aspetti, a 
cominciare dall’eziopatogenesi.  Talvolta,  però,  si  è  visto  che  per  fattori  coincidenti,  quelli che 
formalmente sono considerati segni caratteristici di un tipo specifico di diabete mellito, possono 
coesistere nello stesso paziente, rendendo così difficile una netta distinzione tra le due classi di 
malattie. Ancora più difficile è adottare poi la soluzione terapeutica opportuna. Sia nei pazienti 
affetti da diabete mellito di tipo 1 sia in quelli affetti da quello di tipo 2, ma ancora più nei pazienti 
con i due tipi combinati, fattori genetici multipli giocano un ruolo nel determinare la suscettibilità 
o la resistenza a tale malattia, e forse anche il momento dell’esordio, la gravità dei sintomi, la 
possibilità di sviluppare complicanze e, per ultimo, la risposta alla terapia (Bottini R., Trucco M., 
2005). 4 
 
Nel  1997,  l’American  Diabetes  Association  ha  pubblicato  nuovi  criteri  di  classificazione  e  di 
diagnosi. Sulla base di questi, il diabete mellito di tipo 1 è stato descritto come una sindrome 
provocata dalla distruzione delle cellule β, che porta alla deficienza di insulina. Questa forma, sulla 
base  dell’eziologia,  è  stata  ulteriormente  divisa  in  due  sottocategorie:  il  tipo  1A,  o  diabete 
immunomediato,  e  il  tipo  1B,  o  diabete  idiopatico.  Il  diabete  mellito  di  tipo  2  è,  invece,  una 
patologia dovuta ad un difetto nella secrezione dell’insulina sulla base di un’insulino‐resistenza ed 
è considerata la forma prevalente nei pazienti adulti diabetici.  Altri specifici tipi di diabete sono 
stati definiti dall’American Diabetes Association, tra cui uno dovuto ad un difetto genetico nella 
funzione della cellule β e a difetti genetici nell’azione dell’insulina, associato anche a difetti a 
carico del pancreas esocrino e un diabete indotto da farmaci o chimicamente indotto (Expert 
Committee on the Diagnosis and Classification of DIabetes Mellitus, 1997).  
 
2.1.2 Prevalenze dei diversi tipi di diabete mellito nel mondo 
 
Approssimativamente le persone, di tutte le età, affette da diabete mellito di tipo 1 in tutto il 
mondo sono 5 milioni, ovvero circa il 2‐3% della popolazione diabetica mondiale. In Europa vi è il 
maggior numero di casi di questo tipo di diabete, (1,27 milioni), seguito dal Nord America (1,04 
milioni) e dal Sud‐Est asiatico (0,91 milioni) (International Diabetes Federation, 2003). Nei soli Stati 
Uniti più di 30000 nuovi casi di diabete di tipo 1 vengono diagnosticati ogni anno (Trucco M, 
Giannoukakis N., 2005). Il diabete di tipo 2 rimane, però, la forma prevalente ed è la forma tipica 
di  diabete  riscontrata  in  età  adulta.  Un’altra  forma  di  diabete,  negli  ultimi  anni,  sta 
sorprendentemente aumentando tra i giovani che diventano obesi e mostrano una sintomatologia 
analoga  a  quella  del  diabete  mellito  di  tipo  2  (Arslanian,  Bacha  et  al.,  2005).  Questa  nuova 
sindrome è responsabile dell’8‐45% dei nuovi casi pediatrici di diabete mellito in alcuni centri negli 
Stati Uniti (Gungor N., Arslanian S., 2002). Il diabete mellito gestazionale si rileva nell’1‐6% delle 
gravidanze (Griffin M. E., Coffey M. et al., 2000), generalmente si risolve dopo il parto, ma è da 
considerarsi un fattore di rischio per una successiva insorgenza di diabete mellito di tipo 2 in età 
più avanzata. Infine, circa il 12% dei casi di diabete mellito di tipo 2 mostra i segni caratteristici di 
autoimmunità,  normalmente  visibili  nei  soggetti  affetti  da  diabete  mellito  di  tipo  1,  facendo 
presupporre l’esistenza di un tipo di diabete intermedio, che ha una sintomatologia intermedia tra 
quello di tipo 1 e quello di tipo 2 (Pietropaolo M., Barinas‐Mithcell E. et al., 2000). 5 
 
2.1.3 Eziopatogenesi del diabete mellito di tipo 1  
 
Il diabete mellito di tipo 1 è una patologia autoimmune, che generalmente si manifesta in bambini 
e adolescenti geneticamente suscettibili (Pietropaolo M., Trucco M., 2004). Questa è considerata 
una patologia in cui diversi geni determinano la suscettibilità o la resistenza. Siccome si è scoperto 
che molti loci genetici sono associati al diabete e che c’è evidenza di interazioni epistatiche tra altri 
loci genetici diversi, l’opinione prevalente è che questa forma di diabete sia provocata da un 
disordine poligenetico (Davies J., Kawaguchi Y. et al., 1994). La concordanza tra gemelli monozigoti 
è solo di circa il 50%, quindi conosciuti e sconosciuti fattori ambientali potrebbero contribuire al 
manifestarsi della patologia (Redondo M. J., Yu L. et al., 2001).  
La componente autoimmune di questa malattia è responsabile della distruzione delle cellule β del 
pancreas endocrino, che sono le cellule che producono l’insulina (Bach J. F., 1994; Bonner‐Weir S., 
2000). La distruzione di queste avviene tramite l’attivazione di cloni di linfociti T autoreattivi capaci 
di riconoscere e di attaccare in modo specifico le cellule β delle isole pancreatiche, determinando 
un’insulite con un infiltrato infiammatorio peri‐insulare dato da macrofagi e linfociti T sia CD4
+ sia 
CD8
+.  Con  il  tempo  questo  processo  di  distruzione  selettiva  immunomediata  provoca  una 
deficienza di insulina (Pietropaolo M., Trucco M., 2004; Notkins A. L., Lernmark Å., 2000; Del Prete, 
2005).  
Per decenni, prima degli anni 1990, la causa di questo tipo di diabete era stata in gran parte 
ascritta ai linfociti T CD4
+, ovvero ai T helper (McDevitt H., Unanue E., 2008), poiché molti studi ne 
evidenziavano una gran quantità negli infiltrati infiammatori delle isole pancreatiche, e se trasferiti 
da  topi  NOD  (non‐obese  diabetic  mice),  con  diabete  franco,  a  topi  privi  della  patologia 
autoimmune erano in grado di trasmettere la malattia (Haskins K., Portas M. et al., 1988). Inoltre,  
c’è  una  forte  correlazione  tra  individui  che  codificano  per  alcune  molecole  MHC  di  classe  II, 
responsabili della presentazione dell’antigene ai linfociti T CD4
+, e la malattia. Oggi l’attenzione si è 
spostata maggiormente sui linfociti T CD8
+ grazie ad un recente studio nel topo (Faustman D. L., 
Davis M., 2009). E’ stato dimostrato che la presenza di linfociti T CD8
+ autoreattivi che riconoscono 
alcuni amminoacidi della catena β  insulinica (insB10‐18) possono determinare l’insorgenza del 
diabete. Il peptide insB10‐18 ha un’elevata affinità per le molecole HLA‐A2(‘0201), un genotipo 
associato frequentemente a pazienti con IDDM. L’insulina viene prodotta e secreta attraverso dei 
granuli  di  secrezione,  ma  soprattutto  in  condizioni  di  stress  essa  può  essere  accidentalmente 
inviata al citoplasma, così la catena β può diventare il bersaglio della digestione proteolitica da 6 
 
parte  dei  proteosomi  citosolici  e  una  volta  trasportata  al reticolo  endoplasmatico  rugoso  può 
legare le MHC di classe I ed essere disponibile ai linfociti T CD8
+ (Pinkse G. M. G., Tysma O. H. M. et 
al, 2005).  
L’autoimmunità può esser provocata da una deficienza centrale e/o periferica della tolleranza 
(Pietropaolo M., Trucco M., 2004). Negli individui sani, la maturazione dei linfociti T avviene nel 
timo (Pietropaolo M., Trucco M., 2004; Trucco M., Giannuokakis, 2005), nel quale avviene un 
processo di selezione finalizzato al riconoscimento dei cloni reattivi verso il “self” e di quelli reattivi 
verso il non‐“self”, in modo che i primi vengano bloccati nel timo e che i secondi vengano rilasciati 
nel circolo ematico. Nel timo gli antigeni “self” vengono presentati ai linfociti T immaturi dalle 
molecole del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC I per i CD8
+ e MHC II per i CD4
+): se vi 
è affinità elevata tra il complesso molecola MHC/peptide “self” e il recettore del linfocita T, il 
linfocita T subisce una selezione negativa e non gli verrà consentito di lasciare il timo per circolare 
nel torrente ematico. Se, invece, l’affinità del recettore del linfocita T è bassa sia verso la molecola 
MHC sia verso il peptide, il linfocita T viene privato del segnale positivo facendolo rimanere nel 
timo, dove alla fine muore. Solamente i cloni che riescono a riconoscere in modo appropriato, con 
sufficiente  affinità,  la  molecola  MHC  sulla  cellula  presentante  l’antigene,  mostrando  bassa  o 
nessuna  affinità  per  gli  antigeni  “self”,  ricevono  un  segnale  positivo  che  permette  la  loro 
maturazione, evitando così la selezione negativa. Questi ultimi cloni sono quindi i linfociti T che 
circolano in periferia, proteggendo l’organismo da invasioni non‐“self” estranee (Pietropaolo M., 
Trucco M., 2004). E’ da considerarsi perciò, un problema serio quando l’affinità per la molecola 
MHC è elevata mentre quella per il peptide “self” è erroneamente bassa, a causa della presenza di 
una  molecola  MHC  incapace  di  mediare  una  corretta  presentazione  antigenica.  Questi  cloni 
autoreattivi,  riescono  così  ad  evitare  la  selezione  negativa  nel  timo  e  ad  arrivare  al  torrente 
ematico, con la potenzialità di diventare reattivi e di innescare così una reazione immunitaria 
verso  gli  antigeni  “self”  che  sa  riconoscere,  innescando  quindi  una  risposta  autoimmune 
(Pietropaolo M., Trucco M., 2004; Trucco M., Giannuokakis, 2005). Dei fattori ambientali, tra cui 
delle  comuni  infezioni  virali,  possono  innescare,  anche  in  modo  aspecifico,  una  quiescente 
autoreattività dei cloni dei linfociti T, attivando conseguentemente la distruzione delle cellule β 
(Conrad B., Weidmann E. et al., 1994; Luppi P., Rossiello M. R. et al., 1995). 
L’alterazione nella presentazione antigenica si è vista essere associata a determinati polimorfismi 
genetici (Davies J. L., Kawaguchi Y.,1994). I complessi umani per MHC o HLA (Human Leukocyte 
Antigens), e il gene per l’insulina (INS), che sono rispettivamente i loci genetici IDDM1 e IDDM2, 7 
 
sono quelli maggiormente coinvolti nella suscettibilità a questo tipo di diabete (Dorman J. S., 
LaPorte R. E. et al., 1990; Bao M. Z., Wang J. X., 1989). Il locus HLA secondo gli studi, è responsabile 
per 40‐50% della suscettibilità al diabete mellito di tipo 1, mentre il locus INS lo è per il 10%, quindi 
potrebbero esserci altri loci che determinano una maggior suscettibilità a questa patologia (Todd J. 
A., 1992). Il fattore ereditario più influente per questa malattia è a carico della molecola HLA di 
classe II, che svolge il ruolo maggiore nella presentazione degli antigeni ai linfociti T immaturi nel 
timo. Se il soggetto presenta al locus HLA gli alleli HLA‐DQ, che determinano una suscettibilità 
ereditaria al diabete mellito di tipo 1, come il DQA1*0501, DQA1*0301, DQB1*0201, DQB1*0302, 
si  viene  a  creare  un  legame  non  appropriato  ed  un’inefficace  presentazione  dell’antigene  nel 
contesto della selezione dei linfociti T immaturi (Todd J. A., Bell J. L. et al., 1987; Morel P. A. 
Dorman J. S., 1988). Allo stesso tempo però, queste altre forme alleliche al locus HLA sembrano 
avere  anche  un  ruolo  protettivo,  promuovendo  la  tolleranza  verso  le  cellule β ,  attraverso  la 
stimolazione di una selezione negativa verso i linfociti T immaturi che potrebbero interagire con le 
molecole presenti su queste cellule (Acha‐Orbea H., McDevitt H. O., 1987).  
Altro dato riscontrato nei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1, è un’alterazione a carico del 
promotore del gene dell’insulina al locus IDDM2, ma non al gene dell’insulina stesso, che provoca 
un’insufficiente espressione di antigeni “self” dell’insulina (Mathews C. E., Pietropaolo S. L. et al, 
2003).  
Non è ancora possibile riuscire ad identificare i cloni dei linfociti T autoreattivi nel circolo ematico 
negli individui nello stato pre‐diabetico. Infatti gli autoanticorpi verso i markers delle cellule β sono 
identificabili nel siero solo in seguito alla distruzione delle cellule β e al conseguente rilascio di 
antigeni fino a prima sconosciuti al sistema immunitario (Tian J., Gregori S., 2001; Pietropaolo M., 
Peakman M. et al.,1998). Elevati titoli di questo tipo di anticorpi sono presenti nell’85‐90% degli 
individui alla diagnosi iniziale di diabete, mentre si rilevano solo nello 0,5% degli individui non 
diabetici (Unger R. H., Foster D. W., 1998). 
Un  10%  degli  individui  affetti  da  diabete  mellito  di  tipo  1  non  presenta  però  segni  di 
autoimmunità, facendo quindi parte del sottogruppo di malati della cosiddetta forma 1B, in cui 
non sono rilevabili né markers di autoimmunità né autoanticorpi nel siero, ma in cui è presente 
una fluttuante insulinopenia (Aguilera E., Casamitjana R. et al., 2004).  
Anche  nel  diabete  mellito  di  tipo  1,  si  è  rilevata  l’insulino‐resistenza  considerata  prima 
caratteristica solo del diabete mellito di tipo 2, il che sembra predisporre ulteriormente questi 
malati a patologie cardiovascolari (Orchard T. J., Olson J. C., 2003). Dall’altra parte, nel 12% dei 8 
 
soggetti affetti da diabete mellito di tipo 2 si è vista la presenza di autoanticorpi, testimoniando 
così la presenza di un’attiva autoimmunità anche in questa forma (Pietropaolo M.,Barinas‐Mitchell 
E. et al., 2000). 
 
2.2 Possibili terapie per il diabete mellito  
 
2.2.1 Capacità rigenerative e plastiche del pancreas endocrino in seguito 
ad insulti dannosi 
 
La guarigione più efficiente del tessuto pancreatico avviene successivamente ad un danno a carico 
delle cellule β, ad un’insufficiente loro funzionalità o ad un’aumentata domanda metabolica ed è 
generalmente  sufficiente  al  mantenimento  dell’equilibrio  metabolico  e  alla  prevenzione 
dell’esordio di una patologia evidente. Questo fenomeno viene detto plasticità della componente 
endocrina  del  pancreas  ed  è  una  fisiologica  risposta  compensatoria  a  determinate  condizioni 
patologiche, che è più evidente in corso di obesità e gravidanza. L’aumento della quantità delle 
cellule β  avviene  attraverso  un  incremento  della  replicazione  delle  cellule  stesse,  delle  loro 
dimensioni, una diminuzione della loro morte e una differenziazione dei possibili loro precursori 
(Lipsett  M.,  Finegood  D.  T.,  2002).  La  presenza  di  insulino‐resistenza  dovuta  all’obesità 
inizialmente determina un incremento del 150% della quantità delle cellule β (Vinik A., Pittenger 
G. et al., 1996). Al momento della diagnosi di diabete mellito di tipo 2, comunque, il tessuto 
pancreatico si è ridotto del 50% della sua componente endocrina (Kloppel G., Lohr M. et al., 1985).  
Fenomeni quali la glucotossicità e la lipotossicità, dovuti alla cronica esposizione all’iperglicemia e 
agli acidi grassi circolanti nel sangue, potrebbero contribuire a modulare la quantità di cellule β 
perse. Elevate concentrazioni di glucosio a livello ematico provocano un continuo stress ossidativo, 
che a sua volta può determinare effetti deleteri, in particolare a carico delle cellule β. L’equilibrio 
tra la quantità di cellule β perse e quelle di nuova generazione può essere drammaticamente 
alterato sia in corso di diabete mellito di tipo 1 sia di tipo 2. Nel diabete di tipo 1, comunque la 
presenza  di  linfociti  autoreattivi  contro  le  cellule β  è  abbastanza  specifica  e  porta  ad 
un’insufficiente produzione di insulina. Una volta che l’attività dei linfociti T ha travolto la capacità 
compensatoria di rigenerazione dell’organo il numero delle cellule β progressivamente diminuisce 9 
 
fino a che diventano troppo poche per mantenere l’omeostasi del glucosio dell’intero organismo. 
Il passaggio a questa fase diventa clinicamente evidente poiché si iniziano a manifestare i segni 
dell’insorgenza del diabete di tipo 1. Durante il corso di questa malattia, anche se le capacità 
rigenerative del pancreas rimangono funzionali, la continua presenza di linfociti T diabetogenici 
nullifica lo sforzo riparativo (Trucco M., 2005) . 
 
2.2.2 Terapia iatrogena 
 
Ci sono pochi possibili modi per aiutare il pancreas ad attivare e successivamente a riparare i danni 
alle cellule β o per fare in modo che l’organismo compensi una difettiva produzione o azione 
dell’ormone. C’è una differenza tra il diabete mellito di tipo 1, in cui vi è una distruzione delle 
cellule β e un conseguente calo nella produzione di insulina, e il diabete mellito di tipo 2, in cui una 
compensazione  metabolica  potrebbe  essere  raggiunta  anche  con  dei  cambiamenti  nella  dieta 
relativamente  semplici  e  nell’esercizio  fisico.  Quando  tutte  le  risposte  fisiologiche  diventano 
insufficienti, viene a stabilirsi una condizione di iperglicemia e vengono a rendersi necessari degli 
interventi esogeni. La sostituzione dell’insulina è l’opzione salvavita sia per i soggetti affetti da 
diabete mellito sia di tipo 1 sia di tipo 2. In ogni caso dagli studi è emerso che, anche se è presente 
un  buon  controllo  della  glicemia,  l’organismo  può  essere  comunque  soggetto  a  complicanze 
secondarie,  sebbene  si  possa  riuscire  a  ritardare  il  loro  sviluppo  (Diabetes  Control  and 
Complications  Trail  Research  Group,  1993;  Epidemiology  of  Diabetes  Interventions  and 
Complications, 1999). 
Tra le vie più efficaci per prevenire lo sviluppo del diabete mellito di tipo 1 è colpire la causa 
principale del processo autoimmune che ne è alla base.  
Nei  pazienti  con  diabete  mellito  di  eziologia  autoimmune  ci  vogliono  anni  per  esaurire 
completamente la riserva delle cellule β native e per sviluppare conseguentemente iperglicemia. 
L’unico segno attendibile della presenza di un diabete mellito autoimmune è rilevabile attraverso 
la presenza di un’insulite con infiltrati di linfociti T nel pancreas,  alla valutazione istologica delle 
biopsie pancreatiche. Tale valutazione non viene però eseguita di routine a causa dei rischi che 
comporta,  ma  solo  in  caso  di  predisposizione  genetica  o  di  presenza  di  elevati  titoli  di 
autoanticorpi  contro  le  isole  pancreatiche,  anche  poiché  essa  non  ha  valore  predittivo 
sull’evoluzione di un diabete conclamato (Bottino R., Trucco M., 2005).  10 
 
Terapia con somministrazione cronica di insulina 
 
Nei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1 e 2, se non sottoposti a trapianto di pancreas o di 
isole pancreatiche, è indispensabile la somministrazione cronica di insulina con la modulazione dei 
suoi dosaggi sulla base di controlli del tasso glicemico. Il controllo della glicemia può aiutare a 
ritardare o ad evitare l’insorgenza delle complicanze secondarie della malattia (Bottino R., Trucco 
M., 2005). 
 
Terapia con anticorpi monoclonali anti‐CD3 per i soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1 
 
Nei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1, è stata eseguita una sperimentazione clinica in cui, 
attraverso la somministrazione di anticorpi monoclonali anti‐CD3, come già visto in un modello 
murino, si può eliminare la maggior parte dei linfociti T autoreattivi (Chatenoud, L., 2003). Tale 
terapia  dà  maggiori  risultati  se  associata  a  trattamenti  atti  a  stimolare  la  proliferazione  e  la 
rigenerazione del pancreas endocrino (Ogawa, N., List J. F. et al., 2004). 
 
Allotrapianto di midollo osseo nei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1 
 
Degli studi sperimentali nel modello murino, hanno dimostrato che il trapianto di midollo osseo da 
topi resistenti al diabete a topi NOD (“non obese diabetic mice”, ovvero topi aventi suscettibilità 
genetica a sviluppare il diabete mellito insulino‐dipendente di eziologia autoimmune), prima o 
dopo l’esordio in questi ultimi del diabete, ha successo nell’annullare l’autoimmunità, ma tale 
procedura  richiede l’irradiazione  sub‐letale  del  soggetto  ricevente  per  stabilire  un  chimerismo 
allogenico misto (Hess D., Li L. et al., 2003; Zorina T. D., Subbotin V. M. et al., 2003). Una volta 
bloccata in tal modo la risposta autoimmune, il pancreas endocrino è stato visto esser capace di 
recuperare  lentamente  e  progressivamente  la  sua  funzionalità  (Hess  D.,  Li  L.  et  al.,  2003).  Il 
recupero della funzionalità delle isole pancreatiche viene favorito dal mantenimento della glicemia 
a livelli pressoché normali durante il periodo successivo al trapianto del midollo osseo. Questo 
risultato  è  generalmente  stato  ottenuto  attraverso  un  concomitante  trapianto  di  isole 
pancreatiche, le quali potrebbero fornire fattori trofici indispensabili per stimolare la funzione 
delle cellule β. Un protocollo che prevede l’irradiazione del soggetto ricevente, anche se a basse 11 
 
dosi, non è adatto alla pratica clinica e questa procedura non può nemmeno venire sostituita con 
la somministrazione di composti che vadano a determinare un’ablazione immunologica a causa 
degli  effetti  tossici  a  carico  delle  cellule β  determinati  da  tutti  i  composti  immunosoppressivi 
(Trucco M., 2005). 
 
Allotrapianto di pancreas  e allo‐ o xenotrapianto di isole pancreatiche nei soggetti affetti da 
diabete mellito di tipo 1 
 
Quando  la  necessità  di  un  approccio  alternativo  all’iniezione  di  insulina  diventa  d’obbligo,  la 
sostituzione  delle  cellule β ,  attraverso  l’allotrapianto  di  pancreas  o  di  isole  del  Langerhans,  è 
l’unica opzione possibile. Il tessuto da trapiantare viene ricavato da donatori cadaverici.  
Il trapianto di pancreas si è dimostrato più efficace nel controllo del metabolismo nel corso del 
tempo rispetto a quello di isole pancreatiche. Infatti grazie ad esso è possibile ristabilire un quadro 
normoglicemico e mantenere per lunghi periodi l’omeostasi del glucosio (Robertson R. P., 2004). Il 
contemporaneo  trapianto  di  pancreas  e  di  rene  è  una  procedura  consigliata  dall’American 
Diebetes Association per i pazienti affetti da diabete mellito di tipo 1 che soffrono di insufficienza 
renale  (American  Diabetes  Association,  2003).  Il  rischio  conseguente  all’intervento  per  un 
trapianto dell’intero organo sono purtroppo ancora elevati e per questo motivo tali interventi 
vengono eseguiti solo in determinati centri che, con programmi consolidati, garantiscono risultati 
rilevanti. A causa dei rischi operatori, il trapianto di solo pancreas viene eseguito solo in casi 
selezionati, in cui il paziente manifesta gravi sintomi che potrebbero mettere in pericolo la sua 
vita. 
Le cellule β  delle isole pancreatiche sono uniche nella loro abilità di percepire i cambiamenti 
relativi al glucosio e di rispondere con la secrezione di insulina, così da essere la sola fonte naturale 
di produzione e di rilascio di insulina regolata fisiologicamente.  
Il trapianto di isole del Langerhans, separate dal tessuto esocrino, è l’alternativa al trapianto totale 
di pancreas e questo tipo di interevento è più auspicabile grazie alla relativa semplicità e sicurezza 
della procedura richiesta per l’impianto del trapianto nel ricevente. Infatti le isole possono venire 
perfuse per via transcutanea nel fegato attraverso la vena porta in anestesia locale (Hering B. J., 
Ricordi C., 1999). Il trapianto di isole pancreatiche è ora raccomandato per i soggetti affetti da 
diabete mellito di tipo 1 che hanno maggiori difficoltà nel raggiungimento del controllo glicemico e 12 
 
che sono a rischio di ipoglicemia, ovvero che soffrono del cosiddetto “diabete instabile” (American 
Diabetes Association, 2003).   
Sfortunatamente, come per i trapianti di un organo intero, anche il trapianto di isole pancreatiche 
richiede la somministrazione di farmaci immunosoppressori per tutta la durata del trapianto. Nei 
soggetti  con  diabete  mellito  di  tipo  1,  gli  immunosoppressori  servono  con  il  doppio  scopo  di 
prevenire il rigetto e di modulare il processo autoimmune. Le isole trapiantate, infatti, possono 
non solo essere il bersaglio di rigetto, ma sono anche destinate a soccombere a causa di rinnovati 
attacchi autoimmuni (Sutherland D. E., Goetz F. C. et al., 1989). Inoltre la somministrazione può 
portare a diversi effetti collaterali, quali: polmonite, soppressione della funzionalità del midollo 
osseo, ulcere alla bocca, deterioramento della funzionalità renale, diarrea, tremori, iperlipidemia, 
ipertensione, perdita di peso e infine, un piccolo, ma significativo, aumento del rischio di tumori 
maligni (Rother K. I., Harlan D. M., 2004). La disponibilità  e la qualità degli organi donatori sono 
altri  problemi  che  limitano  la  diffusione  del  trapianto.  La  necessità di  due  o  tre  donatori  per 
accumulare una quantità di isole sufficiente per un soggetto diabetico ricevente è senz’altro uno 
dei fattori limitanti. Il danno inflitto, poi, alle cellule delle isole pancreatiche durante la procedura 
di isolamento è tale che non più di un terzo dell’insieme delle isole disponibili del donatore può 
essere con successo trapiantato nel fegato del soggetto ricevente. Inoltre, l’impatto negativo delle 
variabili dipendenti dal soggetto donatore, quali morte cerebrale, lunghezza dell’ospedalizzazione, 
il  tempo  di  attesa,  trattamenti  con  più  farmaci  ed  elevati  picchi  glicemici  dovrebbero  essere 
impediti. Una possibile soluzione a questi problemi persistenti, è offerta dall’utilizzo di donatori 
animali anziché umani (Phelps C. J., Koike C. et al., 2003). Fisiologicamente, infatti, le isole di 
Langerhans di maiale, offrono una valida alternativa per la sostituzione delle cellule β, grazie alle 
loro caratteristiche morfologiche, alla loro abilità nel rispondere alle alterazioni glicemiche, alla 
loro composizione cellulare e al fatto che l’insulina di maiale differisce da quella umana per un 
solo amminoacido. Gli xenotrapianti, però, comportano un rigetto immunitario più grave degli 
allotrapianti,  anche  se  potrebbero  offrire  una  presunta  resistenza  all’attacco  autoimmune 
(Koulmanda M., Qipo A. et al., 2003). Il problema del rigetto da parte del sistema immunitario del 
soggetto  ricevente,  rimane  un  grave  problema  irrisolto,  anche  se  sono  stati  creati  dei  maiali 
geneticamente  modificati  per  ridurre  la  reattività  immunologica  dell’uomo  verso  i  tessuti  di 
derivazione  suina.  Prima  dell’applicazione  clinica,  comunque,  sono  indispensabili  dei  test  sulla 
sicurezza di questo tipo di trapianti da effettuarsi utilizzando come soggetti riceventi primati non 
umani.   13 
 
2.3 Storia del trapianto di isole pancreatiche 
  
2.3.1 La storia 
 
I primi trapianti di isole pancreatiche ci furono nel 1972 quando Paul E. Lacy riuscì con successo  a 
guarire  il  diabete  mellito  indotto  chimicamente  in  un  modello  animale  eseguito  su  roditori 
(Ballinger  W.  F.,  Lacy  P.  E.,  1972).  In  seguito  a  questa  sperimentazione,  ci  fu  un  immediato 
entusiasmo ipotizzando di tentare questo tipo di trapianto nella clinica come possibile terapia per 
il diabete mellito di tipo 1. Nel 1990 Scharp e colleghi riportarono un caso di un paziente affetto da 
diabete mellito di tipo 1 che, in seguito ad un trapianto di isole pancreatiche, per un mese riuscì ad 
avere l’indipendenza dalla terapia insulinica (Scharp D. W., Lacy P. E. et al., 1990). Le limitazioni 
tecniche nell’isolamento delle isole pancreatiche e nell’immunosoppressione fecero sì che non 
fosse possibile un’immediata applicabilità su larga scala. Nei successivi dieci anni, vennero fatti 
circa 450 tentativi clinici di trapianto di isole pancreatiche, ma meno dell’8% dei soggetti divenne 
libero dalla terapia insulina, così l’entusiasmo per questa tipologia di approccio svanì. Agli inizi 
degli anni 1990, un nuovo protocollo venne introdotto da un gruppo di Giessen, in Germania, che 
portò ad un anno l’indipendenza della terapia insulina nel 26% dei soggetti che avevano subito un 
trapianto di isole pancreatiche (Hering B. J., Bretzel R. G. et al., 1994;  Bretzel R. G., Brandhorst D., 
et  al.,  1999).  Successivamente  sia  a  Giessen  sia  in  Italia,  a  Milano,  venne  riportato  il 
raggiungimento dell’indipendenza dall’insulina nel 50% dei soggetti riceventi un trapianto di isole 
pancreatiche grazie all’utilizzo di strategie immunosoppressive a base di ciclosporina e steroidi e la 
gran parte di questi trapianti era stata eseguita in pazienti che avevano subito in precedenza un 
trapianto di rene (Merani S., Shapiro A. M. J., 2006). Venne pubblicata, in seguito, una recensione 
che illustrava l’esperienza cumulativa a livello mondiale nel trapianto di isole pancreatiche che 
evidenziava chiaramente i diversi fattori che avevano portato ad un fallimento del trapianto fino al 
1999 (Hering B., Ricordi C., 1999; Brendel M., Hering. B. et al., 1999). Questi erano: un’inadeguata 
quantità di isole trapiantate, un’inadeguata vitalità delle isole, un’inadeguata profilassi verso il 
rischio  di  rigetto  dell’allotrapianto  o  di  autoimmunità  e  l’utilizzo  abitudinario  di 
un’immunosoppressione tossica e diabetogenica dopo il trapianto (Bretzel R. G., Jahr H. et al., 
2007). Nel 1999 venne creato un nuovo protocollo ad Edmonton, in Canada, indirizzato ad ogni 
specifica limitazione in questi trapianti. Nel 2000, il professor Shapiro, presso l’università di Alberta 14 
 
ad Edmonton, riportò la riuscita della guarigione dal diabete in sette pazienti consecutivi in seguito 
a  trapianto  di  isole  pancreatiche,  ciascuno  dei  quali  mantenne  l’indipendenza  dalla  terapia 
insulinica per un anno (Shapiro A. M., Lakey J. R. et al., 2000). Da qui venne definito il cosiddetto 
protocollo Edmonton che rivoluzionò il settore del trapianto di isole pancreatiche. Tale protocollo 
comprendeva: la selezione dei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1 che soffrivano di perdite 
di coscienza gravi per l’ipoglicemia o di diabete instabile per il solo trapianto di isole pancreatiche 
prima  che  insorgesse  in  essi  l’insufficienza  renale,  un  protocollo  immunosoppressivo  privo 
dell’utilizzo di steroidi e che prevedeva l’induzione con un anticorpo umanizzato verso il recettore 
per l’interleuchina‐2 con daclizumab (un antianticorpo monoclonale anti CD25) e l’introduzione a 
bassi dosaggi di farmaci immunosoppressivi quali il sirolimus inibitore dell’mTOR e il tacrolimus 
inibitore della calcineurina, le isole venivano preparate per il trapianto in assenza di proteine 
xenogeniche utilizzando l’albumina umana piuttosto di quella bovina, il pancreas veniva tenuto 
per non più di 8 ore nelle celle frigo e, infine, venivano somministrate endovena come minimo 
10000 IEQ (islet equivalents)/kg di peso corporeo ad ogni ricevente, spesso somministrate in due o 
qualche volta tre infusioni da successivi donatori. In seguito si vide che più di 50 pazienti trattati 
con questa modalità ad Edmonton avevano un tasso di indipendenza di insulina un anno dopo il 
trapianto pari all’80% (Merani S., Shapiro A. M. J., 2006). Dopo l’introduzione di tale protocollo 
vennero effettuati 500 trapianti di isole del Langerhans in tutto il mondo, applicando ad esso 
qualche variante o ulteriori novità, tra cui la coltura di isole, il trasporto del pancreas su un doppio 
strato  di  perfluorodicalina  ossigenata  e  l’utilizzo  di  una  borsa  di  infusione  per  effettuare 
un’infusione  per  gravità  piuttosto  che  effettuare  l’iniezione  con  una  siringa  nella  vena  porta 
(Merani S., Shapiro A. M. J., 2006).  
 
2.3.2 Studi sulla capacità di prevenzione degli attacchi di ipoglicemia  
 
Dal 1990 al 2004 vennero ben documentati 458 casi di trapianti di isole pancreatiche, effettuati 
principalmente in tre categorie di riceventi: trapianto di isole successivo a quello di rene, trapianto 
simultaneo di isole e rene e solo trapianto di isole. Dall’analisi dei dati cumulativi relativi alla 
funzionalità delle isole trapiantate si è visto un sensibile incremento del tasso di sopravvivenza 
dell’organo  ad  un  anno  dall’intervento,  arrivato  all’82%  dei  casi,  e  un  altrettanto  importante 
incremento nell’indipendenza da insulina ad un anno dal trapianto, arrivato invece al 43%. E’ 15 
 
degno di nota, poi, che la percentuale di sopravvivenza complessiva dei soggetti delle tre categorie 
sopra citate, ad un anno dal trapianto era del 97%. Considerando invece separatamente il tasso di 
sopravvivenza ad un anno dal trapianto delle tre categorie di pazienti, si è visto che sia nel gruppo 
di individui che hanno subito il trapianto di isole dopo quello di rene sia nel gruppo che aveva 
subito il simultaneo intervento di isole e rene esso era del 96%, mentre era del 100% nei soggetti 
che avevano subito il solo trapianto di isole. (Bretzel R. G., Jahr H. et al., 2007) 
In uno studio comprendente un gruppo di 11 soggetti che avevano ricevuto il simultaneo trapianto 
di isole e rene e un gruppo di controllo di 8 che avevano ricevuto il solo trapianto di rene, si è visto 
che il primo gruppo non manifestava l’insorgenza di attacchi ipoglicemici. I soggetti che invece 
avevano  ricevuto  un  trapianto  di  rene  ed  erano  mantenuti  sotto  terapia  insulinica,  hanno 
manifestato tutti almeno due gravi episodi di ipoglicemia all’anno, come prima del trapianto di 
rene (Bretzel R. G., Jahr H. et al., 2007). Da un altro studio del 1998 riguardante i trapianti di isole 
pancreatiche in soggetti non uremici a lungo affetti da diabete mellito di tipo 1 con associata 
sindrome ipoglicemica, che soffrivano di perdite di coscienza da ipoglicemia, difetti di contro‐
regolazione  e  gravi  episodi  ricorrenti  di  ipoglicemia,  si  scoprì  che  il  trapianto  di  isole  per  via 
intraportale non ristabiliva la secrezione di glucagone indotta dall’ipoglicemia, ma incrementava 
significativamente la risposta dei maggiori ormoni contro‐regolatori, ristabilendo sia sintomi di 
allarme  autonomici  sia  neuroglicopenici  da  ipoglicemia  anche  in  corso  di  diabete  di  tipo  1 
protratto nel tempo (Meyer C., Hering B. J. et al., 1998). Il gruppo di Edmonton ha conseguito una 
rilevante esperienza nei trapianti di sole isole pancreatiche nei pazienti che erano affetti da gravi e 
ricorrenti attacchi di ipoglicemia a da diabete “instabile”. Tale gruppo di ricercatori dimostrò che il 
trapianto di isole pancreatiche forniva insulina endogena che correggeva l’instabilità glicemica ed 
era accompagnato da una diminuzione del numero di episodi di ipoglicemia (Ryan E. A., Paty B. W. 
et al., 2005). Altre sperimentazioni confermarono però che,  con questo tipo di trapianto, non vi 
era la presenza della risposta del glucagone a situazioni di ipoglicemia (Rickels, M. R., Schutta M. 
H. et al., 2005). Ciononostante gli effetti benefici sulla stabilità del glucosio e sul ripristino della 
consapevolezza degli stati ipoglicemici determinano il successo del trapianto di isole pancreatiche. 
Nel resoconto di un recente caso clinico è emerso che un paziente, soggetto a ricorrenti attacchi di 
ipoglicemia e ad instabilità del glucosio, sottoposto a trapianto di sole isole pancreatiche, dopo 
l’intervento non ebbe più attacchi di ipoglicemia e raggiunse un’eccellente stabilità nel controllo 
del glucosio. Dopo due anni e mezzo a questo paziente dovette essere nuovamente somministrata 
l‘insulina anche se a dosaggi inferiori rispetto a prima del trapianto, a causa del deterioramento 16 
 
della funzionalità delle isole trapiantate. A distanza di tempo questo paziente ha avuto episodi 
occasionali di ipoglicemia e qualche instabilità glicemica, sebbene la secrezione di insulina da parte 
delle isole fosse ancora preservata (Ryan E. A., Shapiro A. M. J., 2006).  
 
2.3.3 Limitazioni osservate nel trapianto di isole pancreatiche  
 
Ci sono diverse problematiche che compromettono il successo del trapianto di isole pancreatiche 
nei soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1. Innanzitutto, se la quantità di isole trapiantate è 
inferiore  alla  richiesta  metabolica  il  trapianto  non  sarà  in  grado  di  ristabilire  la  condizione  di 
normoglicemia. Dalle sperimentazioni effettuate su animali è stato calcolato che circa il 50% delle 
isole trasferite non si impianterà e la primaria mancanza di funzionalità potrebbe essere il risultato 
della scarsa capacità funzionale delle cellule β dopo la procedura di isolamento, di un processo 
infiammatorio  locale,  di  meccanismi  apoptotici,  di  elementi  della  coagulazione  del  sangue, 
dell’ipossia prima della rivascolarizzazione delle isole nel microambiente epatico (Vargas F., Vives‐
Pi. M. et al., 1998; Kaufman D. B., Platt J. L. et al., 1990; Bottino R. Fernandez L. A. et al., 1998; 
Menger M. D., Vajkoczy P. et al., 1992, Berney T., Molano R. D. et al., 2001; Bennet W., Sundeberg 
B. et al., 2001; El Ouaghlidi A., Jahr H. et  al., 1999). L’insulino‐resistenza nei riceventi diabetici e 
l’elevata  concentrazione  intraportale  di  farmaci  immunosoppressivi  (quali  ciclosporina, 
tracrolimus,  glucocorticoidi)  aventi  effetti  diabetogenici  e  probabili  effetti  tossici  provoca  la 
richiesta di un’elevata attività metabolica alle isole trapiantate (Shapiro A. M., Gallant H. et al., 
1997; Drachenberg C. B., Klassen D. K. et al., 1999). Inoltre, le isole trapiantate sembrano essere 
più suscettibili alla distruzione autoimmune e al rigetto dell’organo rispetto agli allotrapianti di 
pancreas intero.  
Una tra le maggiori problematiche è la diminuzione della funzionalità delle isole trapiantate nel 
tempo.  Secondo  l’International  Islet  Transplant  Registry  (ITR  –  http://www.med.uni‐
giessen.de/itr), l’indipendenza dalla terapia insulinica in seguito ad un allotrapianto di isole in un 
soggetto  affetto  da  diabete  mellito  di  tipo  1  può  durare  per  più  di  nove  mesi.  La  più  lunga 
indipendenza da terapia insulinica si è ottenuta in un paziente sottoposto a trapianto simultaneo 
di isole pancreatiche e rene, con le isole derivanti da un singolo donatore, ed è durata per sei anni 
e mezzo. Questi potrebbero essere dei casi isolati. Comunque, il gruppo di Edmonton, nella sua 
grande esperienza di trapianti di sole isole del Langerhans, ha osservato una perdita graduale delle 17 
 
isole  trapiantate  che  termina  dopo  cinque  anni  dal  trapianto,  un’indipendenza  residua  dalla 
terapia insulinica pari solo al 10% e un tasso di funzionalità, misurato grazie al peptide C, pari a 
circa l’80% (Rickels, M. R., Schutta. M. H. et al., 2005) 
La funzionalità duratura delle isole trapiantate rispetto alla terapia insulinica tradizionale previene 
efficacemente l’ipoglicemia ricorrente o l’instabilità del glucosio e corregge più marcatamente i 
livelli di emoglobina glicosilata (HbA1c).  
Il problema della limitata sopravvivenza delle isole pancreatiche è dovuto sia al rigetto cronico sia 
all’autoimmunità (Bretzel R. G., Jahr H. et al., 2007) 
 
2.4  Barriere  immunologiche  al  trapianto  clinico  delle  isole 
pancreatiche  
 
Immediatamente dopo il trapianto intraportale delle isole pancreatiche viene stimolata la risposta 
immunitaria innata. Le isole pancreatiche si ottengono dopo una serie di procedure che includono 
il prelievo dell’organo, l’isolamento e il trapianto che inducono stress ossidativo e l’attivazione di 
una cascata di segnali che portano alla produzione di citochine che danneggiano le cellule β stesse. 
Una  volta  trapiantate,  l’ambiente  pro‐infiammatorio  richiama  le  cellule  infiammatorie 
dell’immunità innata che producono citochine che possono indurre necrosi e apoptosi delle cellule 
β (Pavlakis M., Khwaja K., 2007). Il contatto delle isole pancreatiche con le cellule del sangue del 
ricevente  può  portare  alla  reazione  infiammatoria  istantanea  mediata  dal  sangue  (IBMIR), 
caratterizzata dall’attivazione della cascata della coagulazione e di quella del complemento, dal 
reclutamento di leucociti e macrofagi nel sito del trapianto, dalla deposizione di piastrine (Reffet, 
S., Thivolet, 2006). Da qui si viene a determinare la generazione di mediatori dell’ossidazione che a 
loro  volta  contribuiscono  ad  amplificare  il  processo  portando  poi  ad  una  maggior  risposta 
immunitaria specifica. Tale processo determina la formazione di ischemie epatiche a causa di 
trombi dati dalle isole. L’apoptosi e la necrosi risultanti nel tessuto epatico circostante potrebbero 
portare ad una successiva distruzione delle isole del Langerhans trapiantate. Tali fenomeni sono 
ora  generalmente  mitigati  attraverso  l’utilizzo  di  terapia  profilattica  anticoagulante  prima  del 
trapianto, poi con citoprotettori, eparina e la somministrazione di insulina per le prime settimane 
successive al trapianto (Pavlakis M., Khwaja K., 2007). 18 
 
E’  però  rilevabile  successivamente,  nonostante  il  superamento  di  questa  fase  iperacuta,  un 
decremento del controllo glicemico nel tempo che riflette una diminuzione nella funzionalità delle 
isole dovuta anche ad una distruzione auto‐ o alloimmune (Ryan E. A., Paty B. W. et al.,2005).  
Nella seconda fase le isole sono il bersaglio della risposta immunitaria specifica, che può provocare 
il  rigetto  acuto  del  trapianto.  Il  rigetto  acuto  può  essere  controllato  dalla  terapia 
immunosoppressiva  convenzionale.  L’importanza  degli  anticorpi  verso  gli  antigeni  leucocitari 
umani non‐“self” (HLA) è stata di recente delucidata. La sensibilizzazione, ovvero la presenza di 
anticorpi anti‐HLA preesistenti, potrebbe essere uno dei fattori che potrebbe provocare danni alla 
funzionalità delle isole pancreatiche trapiantate (Mohanakumar T., Narayanan K. et al., 2006). Da 
studi retrospettivi sulla sensibilizzazione umorale dei pazienti verso gli HLA del donatore, effettuati 
mediante l’utilizzo di metodiche sensibili, è emersa una correlazione tra il fallimento del trapianto 
di isole pancreatiche e la presenza di alloanticorpi diretti verso il donatore pre e post‐trapianto 
(Pavlakis M., Khwaja K., 2007). 
Oltre alla risposta alloimmune, in questa fase si potrebbe riattivare anche quella autoimmune 
caratteristica del diabete mellito di tipo 1, data dai linfociti T (Ryan E. A., Paty B. W. et al.,2005). 
Successivamente  la  perdita  delle  isole  pancreatiche,  alla  quale  si  va  inevitabilmente  incontro, 
potrebbe  essere  mediata  dal  rigetto  cronico  oppure  dall’effetto  tossico  dei  farmaci 
immunosoppressivi sulle cellule stesse. Il rigetto di tipo cronico è caratterizzato dalla fibrosi del 
trapianto e dall’alterazione della normale architettura. La patogenesi potrebbe essere determinata 
o  dalla  guarigione  di  ripetuti  episodi  di  rigetto  acuto  o  da  un  meccanismo  che  coinvolge 
un’ipersensibilità  ritardata  comprendente  l’attivazione  di  linfociti  T  helper e  B  con  attivazione 
conseguente  di  macrofagi  e  rilascio  di  fattori  della  crescita  tissutale  o  da  un  rigetto  umorale 
anticorpo‐mediato. Altri fattori non immunologici, quali ischemia e danno vascolare, potrebbero 
contribuire al rigetto cronico (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
L’immunosoppressione è indispensabile per un trapianto di isole pancreatiche poiché in questa 
circostanza si ha l’esposizione del ricevente agli antigeni leucocitari umani del donatore (Pavlakis 
M., Khwaja K., 2007). L’aumento dell’immunosoppressione va comunque bilanciato rispetto al 
beneficio dato dall’indipendenza da somministrazioni esogene di insulina, poiché farmaci come il 
tacrolimus inibitore della calcineurina e il sirolimus inibitore dell’mTOR si è visto che determinano 
una diminuzione della funzionalità renale. La terapia immunosoppressiva, comunque, non riesce 
ad evitare il rigetto cronico (Andres A., Toso C., et al., 2005).  19 
 
Da uno studio è emerso che nonostante la terapia immunosoppressiva, le isole allotrapiantate 
venivano  perse.  Si  pensa  che  il  fallimento  di  questo  trapianto,  dovuto  a  meccanismi  non 
immunologici,  sia  correlato  al  posizionamento  intraportale  o  marginale  della  massa  di  isole 
(Koulmanda M., Smith R. N. et al., 2006). 
 
2.5 La tolleranza del trapianto  
 
2.5.1 Nuovi approcci nel trapianto d’organo 
 
Visti  gli  effetti  collaterali  indotti  dalla  terapia  immunosoppressiva,  la  ricerca  studia  metodi 
alternativi  per  evitare  il  rigetto  dell’organo  trapiantato,  che  possano  anche  incrementare 
indefinitamente la sopravvivenza delle isole trapiantate. 
La risposta immunitaria verso l’organo allotrapiantato è molto complessa e ridondante. Infatti, 
anche  se  i  farmaci  immunosoppressivi  possono  indurre  uno  stato  di  generale 
immunosoppressione interferendo con diversi elementi del sistema immunitario, essi spesso sono 
incapaci di prevenire il rigetto quando vi è un’elevata diversità nei complessi MHC. Non meraviglia 
che  interventi  limitati,  mirati  precisamente  a  tentare  di  indurre  l’accettazione  dell’organo 
trapiantato, si siano rilevati difficili da raggiungere. E’ certo però che si devono cercare nuovi 
approcci nel campo dei trapianti d’organo per ridurre la morbilità e la mortalità dovuti alla terapia 
immunosoppressiva generalizzata. Uno tra gli obiettivi principali della ricerca in questo campo è 
l’induzione  della  tolleranza  dell’organo  trapiantato,  che  eliminerebbe  la  necessità  della 
somministrazione di una terapia  immunosoppressiva nei pazienti trapiantati (Rossini A., Greiner 
D. L. et al., 1999, Faustman D., 1995; Saches D.H., 1991, Simenovic C. J., Wilson J. D., 1992, Trucco 
M., Stassi G., 1996)  
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2.5.2 Definizione di tolleranza 
 
La tolleranza nei trapianti d’organo può essere definita in due modi complementari. Nel primo può 
essere  definita  come  tolleranza  “clinica”  o  “funzionale”,  ovvero  come  la  sopravvivenza  di  un 
tessuto  od  organo  non  proprio  trapiantato  in  un  soggetto  ricevente  in  assenza  di 
immunosoppressione. Nel secondo modo, invece, si può definire come tolleranza “immunologica” 
poiché  non  vi  è  presenza  di  una  risposta  immunitaria  rilevabile  in  un  trapianto  funzionale  in 
assenza di immunosoppressione (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). Una caratteristica comune 
degli  organi  trapiantati  “tollerati”  dai  riceventi  è  la  presenza  di  un  infiltrato  infiammatorio 
mononucleato  (Sprent  J.,  Hurd  M.  et  al.,  1995),  di  cui  non  si  è  chiarito  se  ha  una  funzione 
distruttiva o protettiva, ma si suppone che esso abbia un ruolo nel mantenimento della tolleranza 
(Rossini  A.,  Greiner  D.  L.  et  al.,  1999).  Le  tre  caratteristiche  funzionali  della  tolleranza 
immunologica nel trapianto sono: l’assenza di una reazione immunitaria dimostrabile verso gli 
alloantigeni dell’organo trapiantato, la presenza di immunoreattività verso gli altri alloantigeni e 
l’assenza  di  un’immunosoppressione  generalizzata  per  mantenere  il  trapianto.  Un  ricevente 
tollerante verso un organo trapiantato, quindi conserva la funzionalità del trapianto, la reattività 
immunitaria verso tutti gli altri alloantigeni e non ha il rischio associato all’immunosoppressione 
generalizzata (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
 
2.5.3 Tipi di tolleranza 
 
Si distinguono innanzitutto due tipi di tolleranza: la tolleranza centrale e la tolleranza periferica. 
 
Tolleranza centrale 
 
La tolleranza verso gli antigeni “ self”da parte dei linfociti T si verifica a livello del timo. Nel timo, 
infatti, queste cellule sviluppano il loro repertorio di TCR (recettore del linfocita T) e la selezione 
contro  le  cellule  reattive  verso  gli  antigeni  “self”  avviene  sia  attraverso  processi  positivi  sia 
attraverso  processi  negativi.  I  linfociti  T  devono  innanzitutto  riconoscere  i  “self”‐MHC  per 
permettere la propria sopravvivenza (selezione positiva). Se l’affinità del legame tra il TCR e i 21 
 
“self”‐MHC è troppo elevata, comunque, i cloni di queste cellule vengono tutti eliminati (selezione 
negativa) (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
 
Delezione clonale 
La classica forma di tolleranza endogena verso il “self” richiede l’eliminazione di tutti i linfociti 
reattivi verso il “self”” nel timo (Blackman M., Klapper J. et al., 1990; Kappler J. W., Roehm N., 
1987). La delezione clonale dei linfociti T in via di sviluppo coinvolge l’eliminazione dei timociti 
immaturi  CD4
+  e
  CD8
+  non  appena  essi  esprimono  i  loro  TCR  sulla  superficie  cellulare.  Il 
meccanismo della delezione clonale della tolleranza determina l’eliminazione di tutti i linfociti T 
reattivi verso il “self” prima della loro migrazione verso i tessuti periferici. Questo meccanismo 
previene  che  l’introduzione  di  antigeni  nel  timo  in  seguito  ad  un  trapianto  possa  risultare  in 
un’eliminazione  selettiva  di  tutti  i  linfociti  T  reattivi  verso  quell’antigene  e  possa  quindi 
determinarne la tolleranza (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). E’ improbabile, però, che il 
sistema immunitario faccia affidamento solo sulla delezione clonale per mantenere la tolleranza. 
Alcuni linfociti T autoreattivi, infatti, riescono ad uscire dal timo e a dirigersi alla periferia, ma nella 
maggior  parte  degli  individui  essi  non  provocano  reazioni  autoimmuni.  Inoltre,  la  tolleranza 
centrale non può spiegare né come siano eliminate le cellule autoreattive se gli antigeni periferici 
non sono espressi nel timo, né come sia raggiunta la tolleranza verso antigeni criptici intracellulari, 
né  come  si  generi  la  tolleranza  verso  antigeni  a  cui  il  sistema  immunitario  viene  esposto 
tardivamente nella vita (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
 
Tolleranza periferica 
 
La  tolleranza  periferica  è  basata  sull’osservazione  che  i  linfociti  T  autoreattivi,  che  riescono  a 
passare nei tessuti periferici evitando la selezione a livello timico, sembrano essere tenuti sotto 
controllo dall’attività immunomodulatoria. Molti componenti che fanno parte del processo della 
tolleranza periferica sono stati identificati. Questi forniscono diversi approcci attraverso i quali si 
potrebbe indurre la tolleranza nel trapianto. I meccanismi che determinano la tolleranza periferica 
sono descritti qui di seguito (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
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Anergia 
Per anergia si definisce uno stato in cui i linfociti T sono refrattari all’attivazione. In periferia, si 
pensa  che  l’anergia  avvenga  quando  i  linfociti  T  riconoscono  il  loro  ligando  in  assenza  di 
costimolazione. Una seconda esposizione dei linfociti in presenza di segnali costimolatori induce 
l’anergia dei linfociti. Negli studi effettuati in merito, gli antigeni venivano presentati alle cellule T 
utilizzando  cellule  presentanti  l’antigene  (APC)  immobilizzate  che,  a  causa  della  loro 
immobilizzazione non potevano stimolare la produzione della molecola costimolatoria B7 (Lamb J. 
R., Skidmore B. J. et al., 1983; Jenkis M. K., Schwartz R. H., 1987; Mueller D. L., Jenkis M. K., et al., 
1989). Le cellule T non producevano IL‐2 ed evidenziavano la diminuzione dell’espressione dei TCR. 
(Madrenas J.. Schwartz R. H. et al. 1996; Kobata T., Ikeda H. et al., 1993; Rocha B., Von Boehemer 
H., 1991; Schwartz R. H., 1996; Zanders E. D., Lamb J. R. et al., 1983). E’ stato dimostrato, poi, che 
la  risposta  all’antigene  poteva  essere  ristabilita  attraverso  incubazione  in  presenza  di  IL‐2 
(Beverley B., Kang S. M., 1992). Si pensa che l’anergia possa essere indotta sia all’interno del timo 
(Ramsdell F., Fowlkes B. J., 1990; Ramsdell F., Lantz T. et al., 1989) sia negli organi linfoidi periferici 
(Quill  H., 1996, Rocha B., Von Boehmer H., 1991). E’ stato anche supposto che i linfociti T non solo 
non riescano a rispondere all’antigene una volta sottoposti a ristimolazione, ma possono anche 
funzionare come cellule soppressorie (Frasca L., Carmichael P. et al. 1997; Lombardi G., Sidhu S. et 
al., 1994). Si pensa che il meccanismo di questa soppressione possa coinvolgere la competizione 
per  l’antigene  presentato  sulla  superficie  delle  APC  e  la  competizione  per  l’IL‐2  prodotta 
localmente. Finché la proliferazione delle cellule reattive è bloccata, esse potrebbero agire come 
cellule soppressorie (Scott B., Kaye J. et al., 1994). 
 
Soppressione cellulare periferica (cellule T regolatorie) 
Ci sono pareri contrastanti in merito all’esistenza, all’identità e la funzione di cellule soppressorie 
periferiche. Non è chiaro se la soppressione sia mediata da una distinta popolazione di cellule o se 
è  mediata da  cellule  T  helper  o  T  citotossiche  che,  in  diverse  condizioni,  possono  mediare  la 
soppressione. Due classici esempi di possibile attività soppressoria cellulare in vivo sono basati su 
studi  sul  mantenimento  della  tolleranza  neonatale  e  sulla  regolazione  dell’autoimmunità.  Nei 
protocolli classici di induzione della tolleranza neonatale, agli animali neonati viene iniettato il 
midollo osseo di un donatore allogenico (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). Da tali studi si è 
visto che non solo viene indotta la tolleranza verso il donatore, ma che essa può essere eliminata 
attraverso l’infusione di linfociti addizionali singenici (Roser B. J., 1989). Ciò suggerisce l’esistenza 23 
 
di un meccanismo di soppressione attivo poiché i linfociti infusi erano funzionalmente capaci di 
mediare la reattività verso le cellule trapiantate. Negli studi sull’autoimmunità si è visto che i 
modelli di diabete mellito insulino‐dipendente autoimmuni sia nel ratto (Mordes J. P., Bortell R. et 
al., 1996, Mordes J. P., Greiner D. L. et al., 1996; Rossini A., Mordes J. P. et al., 1995) sia nel topo 
(Reich E. P., Scaringe D. et al., 1989) possono essere modulati da cellule regolatorie o soppressorie. 
Sia i linfociti CD4
+ sia i CD8
+ sono stati implicati come mediatori della soppressione.  
Sono state formulate diverse ipotesi per spiegare il meccanismo con cui le cellule soppressorie 
regolano  la  risposta  immunitaria.  Secondo  una  di  queste,  le  secrezione  da  parte  delle  cellule 
soppressorie di citochine quali IL‐4 (Powell  T. J., Streilein J. W., 1990) e TGFβ (Ridgeway W. M., 
RWeiner H. L. et al., 1994) modula la reattività del sistema immunitario nel microambiente locale. 
Un’altra possibilità è che i linfociti T attivati, che esprimono l’antigene FasL, siano in grado di 
uccidere i linfociti T attivati nel sito di immunoreazione, diminuendo così la risposta immunitaria 
(Nagata S., Golstein P., 1995; Zheng L. X., Fisher G. et al., 1995). Una terza ipotesi alternativa è che 
le  cellule  soppressorie  CD4
+  medino  la  loro  attività  attraverso  il  blocco  della  via  indiretta  del 
riconoscimento antigenico, prevenendo effettivamente la risposta del sistema immunitario (Yin D., 
Fathman C. G., 1995). Attualmente non è chiaro quale di questi meccanismi o  combinazioni di più 
eventi  siano in grado di mediare la soppressione osservata (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
 
“Ignoranza” 
Un  altro  meccanismo  evoluto  dal  sistema  immunitario  che  spiega  la  presenza  di  linfociti  T 
autoreattivi, e per estensione, anche quelli reattivi verso il trapianto che possono essere presenti 
in soggetti trapiantati è definito “ignoranza immunologica”. La persistenza di linfociti T reattivi 
verso l’allotrapianto funzionate ha portato a supporre che i linfociti T del sistema immunitario 
semplicemente “ignorino” il trapianto. La differenza tra “ignoranza” e tolleranza è l’agilità con cui 
lo stato non‐responsivo possa venire interrotto e il trapianto rigettato. 
Dei  classici  problemi  che  possono  determinare  l’interruzione  dello  stato  di  ignoranza  sono 
l’insorgenza  di  un  processo  infiammatorio  e  la  presentazione  di  un  antigene  del  trapianto  in 
presenza di APC specifiche (Rossini A., Greiner D. L. et al., 1999). 
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2.6 Le MDSC per indurre la tolleranza 
 
2.6.1 Prime osservazioni delle MDSC 
 
L’esistenza di cellule mieloidi soppressorie è stata descritta per la prima volta più di vent’anni fa in 
soggetti malati di cancro (Young M. R. I., Newby M. et al., 1987, Buessow S. C., Paul R.D. et 
al.,1984; Seung L., Rowley D. et al., 1995). L’importanza funzionale di queste cellule però è stata 
apprezzata  solo  recentemente  grazie  alle  evidenze  accumulate  che  hanno  dimostrato  il  loro 
contributo ad una regolazione negativa della risposta immunitaria in corso di cancro e di altre 
patologie. E’ sempre più chiaro che questa loro attività è circoscritta all’interno di una popolazione 
conosciuta come cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC). La caratteristica comune a 
tutte le cellule MDSC è la loro origine mieloide, il loro stadio di immaturità ed un’attività notevole 
nel sopprimere l’attivazione dei linfociti T (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). Oltre a tali proprietà 
soppressorie sulle risposte adattabili del sistema immunitario, si è dimostrato che le MDSC sanno 
regolare anche la risposta immunitaria innata modulando la produzione di citochine da parte dei 
macrofagi (Sinha P., Clements V. K. et al., 2007). Le MDSC sono una popolazione eterogenea che 
comprende i progenitori delle cellule mieloidi e cellule mieloidi immature (IMC). Queste ultime 
negli  individui  sani,  differenziano  velocemente  in  granulociti  maturi,  macrofagi  e  cellule 
dendritiche (DC). In condizioni patologiche, come nel cancro, in varie patologie infettive, nella 
sepsi, nel trauma, nel trapianto di midollo osseo o in alcuni disordini autoimmuni, vi è un parziale 
blocco della differenziazione delle IMC in cellule mieloidi mature che determina un’espansione di 
questa popolazione. La cosa importante da evidenziare è che l’attivazione di queste cellule in un 
contesto patologico provoca un incremento dell’espressione dei fattori soppressivi quali l’arginasi 
(ARG1) e la sintetasi inducibile dell’ossido nitrico (iNOS o NOS2) ed un aumento nella produzione 
di ossido nitrico (NO) e delle specie reattive dell’ossigeno. Tutto ciò determina un’espansione della 
popolazione delle IMC che ha un’attività immunosoppressoria; queste cellule sono ora chiamate 
complessivamente MDSC (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009).  
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2.6.2 Origini e sottopopolazioni delle MDSC 
 
E’ importante notare che le MDSC, che aumentano in condizioni patologiche, non sono definite un 
sottoinsieme delle cellule mieloidi, ma piuttosto una popolazione eterogenea di IMC, che non 
sono andate incontro alla differenziazione in cellule mature. Sulla superficie cellulare le MDSC 
sono prive dell’espressione dei marcatori specifici dei monociti, dei macrofagi, dei granulociti o 
delle cellule dendritiche (DC) e comprendono un insieme di cellule mieloidi aventi la morfologia di 
granulociti e monociti (Youn J. L., Nagaraj S., 2008). Studi recenti hanno dimostrato che l’1‐5% 
delle  MDSC  sono  capaci  di  formare  colonie  di  cellule  mieloidi  e  che  circa  un  terzo  di  tale 
popolazione può differenziare in macrofagi e DC mature in presenza di adeguate citochine in vitro 
e in vivo (Bronte V. et al., 2000, Kusmartsev S., Gabrilovich D I., 2003; Li Q., Pan PP.Y. et al., 2004). 
Nel topo le MDSC sono caratterizzate dall’espressione simultanea dell’antigene di differenziazione 
della linea mieloide Gr‐1 (conosciuto anche come Ly6C o Ly6G) e dal CD11b (conosciuto anche 
come α M‐integrina) (Kusmartev S., Nefedova Y. et al., 2004) e così sono anche definite cellule 
CD11b
+Gr‐1
+. Il midollo osseo di un topo sano contiene il 20‐30% delle cellule con questo fenotipo, 
ma queste cellule costituiscono solo una piccola proporzione (2‐4%) delle cellule della milza e sono 
assenti nei linfonodi del topo (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). Recentemente, l’eterogeneità 
morfologica di queste cellule è stata definita più precisamente, in parte basandosi sull’espressione 
di Gr‐1. Gli anticorpi specifici per Gr‐1 legano sia Ly6G sia Ly6C che sono codificati da geni tra loro 
separati. All’interno della popolazione di MDSC CD11b
+Gr‐1
+ è’ stato così possibile definire due 
sottopopolazioni, una con morfologia granulocitaria con fenotipo CD11b
+Ly6G
+Ly6C
low, e l’altra 
con  morfologia  dei  monocitaria  e  fenotipo  CD11b
+Ly6G
‐Ly6C
high  (Youn  J.  L.,  Nagaraj  S.,  2008; 
Hestdal K. et al., 1991). Queste due sottopopolazioni potrebbero avere funzioni diverse nel cancro, 
nelle infezioni e nelle malattie autoimmuni (Dietlin T. A. et al., 2007; Zhu B. et al., 2007, Movahedi 
K. et al., 2008). Nel corso di analisi effettuate su modelli tumorali si è visto un incremento di 
entrambe  le  sottopopolazioni  cellulari.  Nella  maggior  parte  dei  casi  l’aumento  della 
sottopopolazione granulocitaria delle MDSC era però maggiore di quella monocitaria e le due 
sottopopolazioni cellulari utilizzavano diversi meccanismi per sopprimere la funzione dei linfociti T 
(Youn J. L., Nagaraj S., 2008). In sperimentazioni in vitro, si è poi visto che solo la componente 
monocitaria delle MDSC può differenziare in DC e macrofagi (Youn J. L., Nagaraj S., 2008).  
In anni più recenti, diverse altre molecole di superficie sono state utilizzate per identificare altre 
sottopopolazioni di MDSC, tra cui la CD80 (o B7.1) (Yang R. et al., 2006), CD115 (recettore per il 26 
 
fattore stimolante la colonia di macrofagi) (Huang B. et al., 2006; Gallina G. et al., 2006) e il CD124 
(catena α del recettore per IL‐4) (Gallina G. et al., 2006) e da alcuni studi si è visto che le MDSC 
rilevate in topi portatori di tumore e le cellule Gr1
+CD11b
+ ricavate da topi non malati mostrano 
livelli simili di CD115 e CD124 (Youn J. L., Nagaraj S., 2008). I dati della letteratura indicano quindi 
che le MDSC non sono una specifica sottopopolazione di cellule, ma un gruppo eterogeneo di 
cellule mieloidi che svolgono una comune attività biologica (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). 
 
2.6.3 Le MDSC in condizioni patologiche 
 
Le MDSC vennero caratterizzate per la prima volta in topi portatori di tumore o in pazienti con 
cancro.  L’inoculazione  di  cellule  tumorali  trapiantabili  nei  topi,  o  lo  spontaneo  sviluppo  di 
neoplasie in topi transgenici con espressione di oncogeni ristretta ad un tessuto, risultava in una 
marcata espansione sistemica di queste cellule. Inoltre, si è visto un incremento di oltre dieci volte 
della popolazione delle MDSC nel sangue di pazienti affetti da diversi tipi di cancro (Ochoa A. C., 
Zea A. H. et al., 2007; Almand B.et al., 2001; Mirza N. et al., 2006; Diaz.Montero C.M. et al., 2009). 
In diversi modelli murini di tumore, il 20‐40% degli splenociti nucleati è rappresentato dalle MDSC, 
mentre in topi sani le MDSC costituiscono solo il 2‐4% degli splenociti nucleati. Le MDSC sono poi 
state rilevate anche in tessuti tumorali e nei linfonodi di topo affetti da neoplasia. 
Anche se le prime informazioni ottenute sul ruolo delle MDSC nella risposta immunitaria deriva 
dagli studi nel settore oncologico, si è poi scoperta una loro attività anche nella regolazione della 
risposta  immunitaria  in  corso  di  infezioni  batteriche  e  di  infestazioni  parassitarie,  di  processi 
infiammatori acuti e cronici, in processi autoimmuni, nello stress da trauma, nella sepsi chirurgica 
e  nei  trapianti.  Nel  corso  di  tali  processi  patologici,  infatti,  si  è  visto  un  incremento  delle 
sottopopolazioni granulocitarie e monocitarie delle MDSC a livello sistemico (Gabrilovich D. I., 
Nagarai S., 2009). 
 
2.6.4 L’espansione e l’attivazione delle MDSC  
 
E’ stato dimostrato che la popolazione delle MDSC è influenzata da diversi fattori, che possono 
essere suddivisi in due gruppi principali. Il primo gruppo comprende dei fattori che sono prodotti 27 
 
principalmente dalle cellule tumorali e che promuovono l’incremento delle MDSC attraverso la 
stimolazione della mielopoiesi e l’inibizione della differenziazione delle cellule mieloidi mature. Il 
secondo gruppo di fattori, invece, è prodotto principalmente da linfociti T attivati e dallo stroma 
tumorale ed è coinvolto attivamente nell’attivazione delle MDSC (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 
2009). 
I fattori che determinano l’incremento delle MDSC possono includere la cicloossigenasi‐2 (COX‐2), 
le prostaglandine (Pan P. Y. et al.,2008; Sinha P., Clements V. K. et al., 2007; Serafini P. et al., 
2004), il fattore delle cellule staminali (SCF) (Pan P. Y. et al.,2008), il fattore stimolante la colonia di 
macrofagi (M‐CSF), l’IL‐6 (Bunt S. K. et al., 2007), il fattore stimolante la colonia di granulociti e 
macrofagi (GM‐CSF) (Serafini P. et al., 2004) e il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) 
(Gabrilovich D. I. et al., 1998).  
Per quanto riguarda l’attività soppressoria delle cellule MDSC è stato recentemente dimostrato 
che sono richiesti  non solo dei fattori che promuovano l’espansione di queste cellule, ma anche 
dei fattori che ne inducano l‘attivazione. L’espressione di questi fattori, che vengono prodotti 
principalmente da linfociti T attivati e da cellule stromali tumorali, è indotta da diversi prodotti 
batterici o virali o come risultato della morte di cellule tumorali (Delano M. J. et al., 2007). Questi 
fattori, che includono l’interferone γ (IFN‐γ), i ligandi per i recettori Toll‐simili (TLR), IL‐13, IL‐4 e il 
fattore‐β di crescita trasformante, attivano diverse vie di segnale delle MDSC che coinvolgono lo 
STAT6, lo STAT1 e il fattore‐κB nucleare (NF‐κB) (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). 
Il blocco dell’IFN‐ γ (Movahedi K. et al., 2008; Kusmartev S., Gabrilovich D. I., 2005), che è prodotto 
dai linfociti T attivati, abolisce la soppressione dei linfociti T mediata dalle MDSC. Lo STAT1 è il 
maggiore fattore di trascrizione attivato da un segnale mediato dall’IFN‐γ e, nel microambiente 
tumorale, l’aumentata espressione dell’ARG1 e della iNOS nelle MDSC coinvolge un meccanismo 
mediato dallo STAT1. Si è anche visto che l’IFN‐γ prodotto dai linfociti T attivati e dalle MDSC 
stimola l’espressione della iNOS, in sinergia con le vie dell’IL‐4Rα e dell’ARG1 che sono implicate 
nella funzione soppressoria delle MDSC (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). 
 
2.6.5 Meccanismi dell’attività soppressoria delle MDSC  
 
La  maggioranza  degli  studi  ha  dimostrato  che  la  funzione  immunosoppressoria  delle  MDSC 
richiede un contatto diretto cellula‐cellula, il che suggerisce che esse agiscano anche attraverso i 28 
 
recettori presenti sulla superficie cellulare e/o attraverso il rilascio di mediatori solubili a vita 
breve.  Di  seguito  sono  illustrati  i  diversi  meccanismi  implicati  nell’attività  soppressoria  sulla 
funzione dei linfociti T mediata dalle MDSC (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). 
 
Arginasi e iNOS 
 
Storicamente l’attività soppressoria delle MDSC è stata associata al metabolismo dell’L‐arginina. L‐
arginina funge da substrato a due enzimi: iNOS, che genera monossido di azoto (NO), e l’arginasi, 
che converte L‐arginina in urea e in L‐ornitina. Le MDSC esprimono elevati livelli sia di arginasi sia 
di iNOS ed è dimostrato un ruolo diretto di entrambi gli enzimi nell’inibizione dell’attività dei 
linfociti T (Bronte V., Zanovello P., 2005; Rodriguez P.C. et al., 2008). Secondo recenti studi vi è una 
stretta  correlazione  tra  la  disponibilità  dell’arginina  e  la  regolazione  della  proliferazione  dei 
linfociti T (Ocha A. C., Zea a. H. et al., 2007; Rodriguez P. C. et al., 2005). Un’aumentata attività 
dell’arginasi  nelle  MDSC  conduce  ad  un’intensificazione  del  catabolismo  dell’L‐arginina,  che 
consuma questo aminoacido non essenziale dal microambiente. La carenza di L‐arginina inibisce la 
proliferazione dei linfociti T attraverso diversi meccanismi, tra cui la diminuzione dell’espressione 
del  CD3ζ  (Rodriguez  P.  C.  et  al.,  2002)  e  prevenendo  la  loro  stimolazione  per  incrementare 
l’espressione dei regolatori del ciclo cellulare ciclina D3 e della chinasi‐4 ciclina‐dipendente (CDK4) 
(Rodriguez P. C., Quiceno D. G. et al.,2007). Il NO sopprime l’attività dei linfociti T attraverso una 
varietà di diversi meccanismi che coinvolgono l’inibizione di JAK3 e SAT5 nei linfociti T (Bingisser 
R., Tilbrook P. et al., 1998), l’inibizione dell’espressione dell’MHC di classe II (Haari O., Liao J. K., 
2004) e l’induzione dell’apoptosi dei linfociti T (Rivoltini L., 2002). 
 
ROS (= Specie Reattive dell’Ossigeno) 
 
Un altro importante fattore che contribuisce all’attività soppressoria delle MDSC sono i ROS. Si è 
visto che un’aumentata produzione di ROS è una delle caratteristiche principali delle MDSC sia nei 
topi portatori di tumore sia nei pazienti affetti da cancro (Youn J.  L., Nagaraj S. et al.,  2008; 
Kusmartsev S., Nefedova Y. et al., 2004; Schmielau J. Finn O. J., 2001; Kusmartsev S., Nagaraj S. et 
al., 2005; Szuster‐Cieisielska A., Hryciuk‐Uner E. et al., 2004; Waris G., Ahsan S., 2006; Mantovani 
G. et al., 2003; Agostinelli El., Seiler N., 2006). L’inibizione della produzione di ROS da parte delle 29 
 
MDSC isolate dai topi portatori di tumore e dai pazienti affetti da cancro annulla completamente 
l’effetto soppressorio di queste cellule in vitro (Kusmartsev S., Nefedova Y. et al., 2004; Schmielau 
J. Finn O. J., 2001; Szuster‐Cieisielska A., Hryciuk‐Uner E. et al., 2004). E’ interessante poi che il 
legame  con  le  integrine  espresse  sulla  superficie  delle  cellule  ha  dimostrato  contribuire 
all’aumento della produzione dei ROS in seguito all’interazione delle cellule MDSC con i linfociti T 
(Kusmartsev S., Nefedova Y. et al., 2004). Inoltre, diversi fattori conosciuti derivanti dai tumori, 
come il TGFβ, IL‐10, IL‐6, IL‐3, il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF) e il GM‐CSF 
possono indurre la produzione di ROS da parte delle MDSC (Sauer H., Wartenberg M. et al., 2001).  
Il coinvolgimento dei ROS e del NO nei meccanismi soppressori delle MDSC non sono ristretti alle 
condizioni neoplastiche, poiché si è visto che i prodotti dell’infiammazione microbici inducono lo 
sviluppo di una popolazione di MDSC che produce ROS e NO successivamente all’interazione con i 
linfociti  T  attivati.  Si  è  poi  scoperto  anche  che  le  MDSC  mediano  la  loro  azione  soppressoria 
attraverso la produzione di NO dipendente dall’INFγ (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). 
 
Perossinitrito 
 
Più  recentemente  è  emerso  che  il  perossinitrito  (OONO
‐)  è  un  cruciale  mediatore  della 
soppressione della funzione dei linfociti T mediata dalle MDSC. Il perossinitrito è il prodotto della 
reazione chimica tra il NO e l’anione superossido (O2
‐) ed è uno tra i più potenti ossidanti prodotti 
nel  corpo.  Esso  induce  la  nitrazione  e  la  nitrosilazione  degli  aminoacidi  cistina,  metionina, 
triptofano  e  tirosina  (Vickers  S.  M.,  MacMillan‐Crow  L.  A.  et  al.,  1999).  Aumentati  livelli  di 
perossinitrito sono presenti nei siti di accumulo delle MDSC e di cellule infiammatorie, compresi i 
siti in cui sono in corso reazioni immuni. Inoltre, elevati livelli di perossinitriti sono associati alla 
progressione del tumore in alcuni tipi di cancro (Vickers S. M., MacMillan‐Crow L. A. et al., 1999; 
Cobbs C. S. et al., 2003; Bentz B. G., Haines G. K., 2000; Dairou J., Dupret J. M. et al., 2005; 
Ekmekcioglu s., 2000; Kinnula V. L. et al., 2004; Nakamura Y. et al., 2006) e ciò è stato collegato alla 
mancata risposta da parte dei linfociti T. Bronte e colleghi hanno riportato che gli adenocarcinomi 
prostatici umani sono infiltrati da linfociti T CD8
+ differenziati che sono in uno stato non reattivo. 
Elevati  livelli  di  nitrotirosina  erano  presenti  nei  linfociti  T,  il  che  suggerisce  la  produzione  di 
perossinitriti nell’ambiente tumorale. Andando ad inibire l’attività dell’arginasi e della iNOS, che 
sono espresse in corso di cancro alla prostata, ma non nel tessuto prostatico normale e che sono 
gli enzimi chiave del metabolismo dell’L‐arginina, si va a diminuire la nitrazione della tirosina e si 30 
 
ristabilisce la reattività dei linfociti T contro gli antigeni tumorali (Bronte V. et al., 2005). Inoltre è 
stato anche dimostrato che la produzione di perossinitrito dalle MDSC durante il contatto diretto 
con il linfociti T risulta in una nitrazione del recettore dei linfociti T (TCR) e delle molecole CD8, che 
va ad alterare il peptide specifico di legame dei linfociti T e li rende non reattivi alla stimolazione 
antigene‐specifica. Comunque, i linfociti T mantengono la loro reattività verso stimoli non specifici. 
Anche in vivo, in topi portatori di tumore, è stato osservato il fatto che le MDSC inducono una 
mancanza di risposta antigene‐specifica nei linfociti T (Kusmartsev S., Nagaraj S. et al., 2005). 
 
Vi sono meccanismi soppressori specifici di ogni sottoinsieme di cellule? 
 
Le  recenti  scoperte  indicano  che  i  diversi  sottoinsiemi  di  MDSC  potrebbero  utilizzare  diversi 
meccanismi con cui sopprimere la proliferazione dei linfociti T. Come precedentemente detto, 
sono stati identificati due principali sottoinsiemi delle MDSC: un sottoinsieme granulocitario ed un 
sottoinsieme monocitario. Si è visto che il sottoinsieme granulocitario delle MDSC esprime bassi 
livelli di ROS ed elevati livelli di NO, mentre entrambi i sottoinsiemi esprimono l’ARG1 (Youn M. R. 
I., Newby M. et al., 1987) E’ interessante notare che entrambe le popolazioni cellulari sopprimono 
la  proliferazione  dei  linfociti  T  antigene‐specifici  in  egual  modo,  nonostante  i  loro  diversi 
meccanismi  di  azione.  In  accordo  con  tali  osservazioni  Movahedi  e  colleghi  riportarono  due 
sottoinsiemi  distinti  di  MDSC  in  topi  portatori  di  tumore,  uno  che  consisteva  in  cellule 
mononucleate che somigliavano ai monociti infiammatori e un secondo che consisteva di cellule 
polimorfonucleate che erano simili ai granulociti immaturi. Egli con i suoi colleghi scoprì anche che 
entrambe  le  popolazioni  sopprimevano  la  reattività  dei  linfociti  T  antigene‐specifici,  sebbene 
utilizzassero molecole effettrici e vie di segnale distinte. L’attività soppressoria del sottoinsieme 
granulocitario era dipendente dalla ARG1, in contrasto con il meccanismo dipendente dallo STAT1 
e dalla iNOS della frazione monocitaria (Mohavedi K. et al., 2008).  
 
Induzione delle cellule Treg 
 
Recentemente si è vista l’abilità delle MDSC di promuovere lo sviluppo dei linfociti T regolatori 
FOXP3
+(
 Treg) in vivo (Yang R. et al., 2006; Huang B. et al., 2006). Si è visto che l’induzione dei 
linfociti Treg per opera delle MDSC richiede l’attivazione di linfociti T tumorali specifici e la presenza 31 
 
dell’INFγ e dell’IL‐10, ma è indipendente dal NO (Huang B. et al., 2006). Nei topi affetti da tumori 
ovarici 1D8, l’induzione dei linfociti Treg da parte delle MDSC richiede l’espressione dell’antigene 
linfocitario citotossico‐4 (CTLA‐4 o CD152) dalle MDSC (Yang R. et al., 2006). In un modello murino 
di  linfoma,  le  MDSC  hanno  dimostrato  la  capacità  di  indurre  un  incremento  dei  linfociti  Treg 
attraverso un meccanismo che richiede l’arginasi e la cattura, la processazione e la presentazione 
di antigeni associati al tumore da parte delle MDSC, ma non richiedevano il TGFβ (Serafini P., 
Mgebroff S. et al., 2008). In contrasto con ciò, Movahedi e colleghi scoprirono che la percentuale 
dei linfociti Treg era invariabilmente alta per tutta la crescita del tumore e non era correlata alla 
cinetica dell’incremento della popolazione delle MDSC, suggerendo così che le MDSC non sono 
coinvolte  nall’aumento  dei  linfociti  Treg  (Mohavedi  K.  et  al.,  2008).  Inoltre  in  un  modello  di 
allotrapianto di rene nel ratto la tolleranza è stata indotta con anticorpi specifici per CD28, mentre 
si è rilevato che le MDSC che esprimevano simultaneamente CD80 e CD86 avevano un effetto 
limitato nell’incremento della popolazione di linfociti Treg (Dugas A. S. et al., 2008). Sebbene sia 
necessario effettuare ulteriori studi per risolvere tali discrepanze e per determinare la fisiologica 
rilevanza di questi studi, sembra possibile che le MDSC siano coinvolte nella differenziazione dei 
linfociti Treg attraverso la produzione di citochine o di interazioni dirette cellula‐cellula. Inoltre, le 
MDSC  e  i  linfociti  Treg  potrebbero  essere  legati  da  un  comune  sistema  di  immunoregolazione 
(Kusmartsev S., Nagaraj S. et al., 2005). 
 
2.6.6 Effetti tessuto‐specifici sulle MDSC  
 
Una tra le principali questioni irrisolte in questo campo è se le MDSC mediano una soppressione 
della reattività dei linfociti T antigene‐specifica o non specifica. A condizione che le MDSC e i 
linfociti T possano venire in contatto, i fattori che mediano l’attività soppressoria delle MDSC (ROS, 
arginasi  e  NO)  possono  inibire  la  proliferazione  cellulare  indipendentemente  dalla  specificità 
antigenica dei linfociti T. Infatti, numerosi studi in vitro hanno dimostrato un’attività soppressoria 
mediata dalle MDSC di natura non antigene‐specifica (Kusmartev S., Li Y., et al., 2000; Watanabe S. 
et al., 2008). Tuttavia, anche se la situazione in vivo è la stessa e non è chiara, l’evidenza suggerisce 
che l’immunosoppressione mediata dalle MDSC negli organi linfoidi periferici è principalmente 
antigente‐aspecifica. L’idea che la soppressione dei linfociti T mediata dalle MDSC avvenisse in 
maniera antigene‐specifica si basa sulle scoperte di interazioni antigene‐specifiche tra le cellule 32 
 
presentanti l’antigene e i linfociti T che determina un contatto cellula‐cellula molto più stabile e 
più prolungato delle interazioni non specifiche (Kusmartev S., Li Y., et al., 2000; Stoll s., Delon J. et 
al.,  2002;  Miller  M.  J.,  Safrina  O.  et  al.,  2004).  Questi  contatti  sono  necessari  per  i  ROS  e  il 
perossinitrito  derivati  dalle  MDSC  al  fine  di  mediare  gli  effetti  sulle  molecole  presenti  sulla 
superficie dei linfociti T che rendono poi i linfociti T non reattivi agli antigeni specifici. Bisogna 
notare che questo tipo di modificazione sulle molecole della superficie cellulare non provoca né la 
morte  dei  linfociti  T  né  previene  l’attivazione  aspecifica  dei  linfociti  T.  Un’altra  evidenza  che 
supporta l’idea che le MDSC medino una soppressione antigene‐specifica è la scoperta che le 
MDSC possono raccogliere antigeni solubili, compresi gli antigeni associati a neoplasie, e possono 
processarli e presentarli ai linfociti T (Mohavedi K. et al., 2008; Nagaraj S. et al., 2007). Il blocco 
dell’interazione MDSC‐linfociti T con gli anticorpi specifici MHC di classe I annulla l’inibizione della 
reattività dei linfociti T mediata dalle MDSC in vitro (Gabrilovich D. I., Velders M. et al., 2001). La 
natura ristretta della soppressione dei linfociti CD8
+ del MHC di classe I mediata dalle MDSC è 
stata dimostrata anche in vivo in modelli tumorali (Kusmartev S., Gabrilovich D., 2005) e in modelli 
di enterite (Haile L. A., 2008). Da questi studi, si è visto che in un gran numero di tumori indotti, le 
MDSC non inibiscono la reattività specifica dei linfociti T CD8
+ per antigeni estranei in un modello 
di cancro sporadico (Williamsky G. et al., 2008). E’ da notare, poi che non è ancora chiaro se 
meccanismi antigene‐specifici simili della soppressione mediata dalle MDSC operino sui linfociti T 
CD4
+, poiché gli studi pubblicati hanno solo valutato gli effetti delle MDSC sui linfociti T CD8
+. 
L’approccio a tale questione è complicato perché solo una piccola parte delle MDSC esprime in 
molti tumori il MHC di classe II. 
La  teoria  secondo  la  quale  le  MDSC  sopprimerebbero  la  reattività  dei  linfociti  T  in  maniera 
specifica  aiuta  a  spiegare  la  scoperta  di  linfociti  T  che,  negli  organi  linfoidi  periferici  di  topi 
portatori di tumore e nel sangue periferico di pazienti malati di cancro, possono ancora rispondere 
agli  stimoli  diversi  da  quelli  antigenici  associati  al  tumore,  quali  virus,  lectine,  molecole  co‐
stimolatorie, IL‐2 e anticorpi specifici verso CD3 e CD28 (Mirza N. et al., 2006; NagaraJ S. et al., 
2007; Monu N., Frey A. B., 2007; Fricke I. et al.; 2007; Antonia S. J. et al., 2006). Inoltre anche i 
pazienti con uno stadio avanzato di cancro non hanno un’immunodeficienza sistemica, tranne nei 
casi in cui il paziente abbia ricevuto alte dosi di chemioterapia o sia in uno stadio terminale della 
patologia.  
L’evidenza suggerisce che la natura della soppressione mediata dalle MDSC nel sito tumorale è un 
po’ diversa da quella che si verifica in periferia. Le MDSC migrano attivamente nel sito tumorale 33 
 
(Kusmartev  S.,  Nefedrova  Y.  et  al.,  2004),  dove  promuovono  un  incremento  dell’espressione 
dell’ARG1  e  della  iNOS,  una  diminuzione  della  produzione  dei  ROS  e/o  si  differenziano 
rapidamente in macrofagi associati a tumori (TAM) (Kusmartev S., Gabrilovich D. I., 2005). I livelli 
di NO e di arginasi prodotti dalle MDSC associate a tumori e dai TAM sono molto più alti di quelli 
delle MDSC trovati negli organi linfoidi periferici degli stessi animali. Inoltre i TAM producono 
diverse citochine (Mantovani A. Sozzani S. et al., 2002; Muller A. J. Prendergast G. C., 2007), che 
sopprimono la risposta dei linfociti T in modo non specifico. Il meccanismo con cui le funzioni delle 
MDSC sono regolate all’interno del microambiente tumorale e il modo in cui differiscono da quelle 
che operano nei siti periferici resta non chiaro. E’ possibile che lo stroma tumorale, l’ipossia e 
l’ambiente acidofilico abbiano un ruolo in questo. 
 
2.6.7 Possibile impiego terapeutico delle MDSC   
 
Nell’ambito oncologico l’attività soppressoria delle MDSC ha un ruolo cruciale nel promuovere la 
progressione tumorale e la ricerca in questo campo è volta ad eliminare l’espansione di queste 
cellule.  Contrariamente,  nell’ambito  di  patologie  determinate  da  una  risposta  immunitaria 
indesiderata  come  il  trapianto  di  organo  o  tessuti,  o  nelle  malattie  autoimmuni,  le  MDSC 
potrebbero essere impiegate come strumento terapeutico basato sull’effetto immunosoppressivo 
di tale popolazione cellulare (Gabrilovich D. I., Nagarai S., 2009). Una possibile applicazione delle 
MDSC è stata studiata in questo lavoro di tesi in un modello di allotrapianto di isole pancreatiche 
nel topo. 
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3 Scopo 
 
Lo  scopo  di  questa  tesi  è  quello  di  capire  le  potenzialità  delle  MDSC  come  approccio 
immunosoppressivo nel trapianto di isole pancreatiche. Per questo fine, questa tesi prevede: 
•  la  valutazione  della  capacità  di  diversi  fattori,  presenti  nel  microambiente  tumorale,  di 
promuovere la differenziazione di cellule MDSC di topo in vitro, mediante la coltura di midollo 
osseo fresco in presenza di diverse combinazioni di citochine. Le MDSC così generate sono 
state  caratterizzate  fenotipicamente  e  funzionalmente  per  confermare  la  loro  capacità  di 
indurre immunosoppressione in vitro; 
•  la valutazione della capacità delle MDSC ottenute in vitro di prolungare la sopravvivenza del 
trapianto, in un modello di allotrapianto di isole pancreatiche nel topo favorendo la tolleranza 
del trapianto in assenza di una terapia immunosoppressiva tradizionale; 
•  lo studio dei meccanismi immunologici attraverso i quali le MDSC favoriscono la tolleranza del 
trapianto attraverso un modello di trapianto utilizzando topi transgenici.  
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4 Materiali e metodi 
 
I materiali e metodi utilizzati per gli studi vengono qui riportati. 
 
4.1 In vitro 
 
4.1.1 Terreni e soluzioni utilizzati 
 
I terreni e le soluzioni utilizzati vengono riportati nella tabella 4.1.1. 
 
RPMI completo 1  RPMI – Euroclone, Italia
5,5 mM glucosio (0,25 g/250 ml) 
HEPES soluzione tampone (0,625 g/250 ml) – Sigma, Italia 
10% Siero Fetale Bovino (FBS) – Euroclone, Italia 
1% Penicellina 100 UI/l, Streptomicina 100 mg/l – Euroclone 
20 µM di 2‐Mercapto‐Etanolo – Sigma, Italia 
RPMI completo 2  RPMI – Euroclone, Italia
5,5 mM glucosio (0,25 g/250 ml) 
HEPES soluzione tampone (0,625 g/250 ml) – Sigma, Italia 
3% Siero Fetale Bovino (FBS) – Euroclone, Italia 
1% Penicellina 100 UI/l, Streptomicina 100 mg/l – Euroclone 
SOLUZIONE  SALINA  DI  BASE  DI 
HANKS  CON  TAMPONE  HEPES 
(HBSS/HEPES) 
HBSS con soluzione rosso fenolo – Euroclone, Italia 
HEPES soluzione tampone – Sigma, Italia  
TERRENO A  HBSS/HEPES – Sigma, Italia
10 µg/ml Dnasi – Sigma, Italia 
1% di albumina di siero bovino (BSA) – Sigma, Italia 
 1% Penicellina 100 UI/l, Streptomicina 100 mg/l – Euroclone, 
Italia 
TERRENO B  HBSS/HEPES – Sigma, Italia
10% FBS – Euroclone, Italia 
1% Penicellina 100 UI/l, Streptomicina 100 mg/L – Euroclone, 
Italia 
SOLUZIONE COLLAGENASI V  1 ml di Medium A
2,5 mg di Collagenasi di Tipo V – Sigma, Italia  
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SOLUZIONE STOCK DI DITIZONE 
 
20 mg di ditizone
0,6 ml di etanolo al 95% 
1‐2 gocce di idrossido di ammonio  
SOLUZIONE FINALE DI DITIZONE 
 
0,3 ml della soluzione stock di ditizone  
99,7  ml  soluzione  salina  tampone  fosfato  di  Dulbecco  1X 
(PBS) 
HCl 1 N  
SOLUZIONE LISANTE  O,15 M NH4Cl
10
‐2 M KHCO3 
10
‐4 M EDTA 
Tabella 4.1.1: terreni e soluzioni utilizzati nel corso di questi studi 
 
4.1.2 Preparazione delle cellule del midollo osseo per ottenere le MDSC 
 
Le tibie ed i femori di topi BALBC/c vengono asportati in condizioni di sterilità. Si puliscono le ossa 
con delle garze sterili e quindi si esegue una resezione delle estremità prossimali e distali di tibia e 
femore. Mediante flussaggio con terreno RPMI completo 1 viene prelevato il midollo osseo. Le 
cellule così ottenute vengono centrifugate a 1200 RPM e poi risospese in ammonio cloruro per 
effettuare la lisi degli eritrociti. 2,5x10
6 cellule vengono messe in coltura su delle capsule di Petri 
aventi un diametro di 100 mm (Falcon, BD, NJ, USA) con 10 ml di terreno RPMI completo 1 a cui 
sono state aggiunte combinazioni diverse di citochine quali GM‐CSF , G‐CSF e IL‐6 (interleuchina 6), 
tutte  a  concentrazione  di  40  ng/ml.  Le  cellule  vengono  poi  messe  a  37°C  e  ad  un’atmosfera 
umidificata con il 5% di CO2. Dopo quattro giorni di coltura le cellule vengono recuperate e lavate 
due  volte,  risospese  in  PBS  e  iniettate  nel  topo  tramite  iniezione  endovenosa  (trasferimento 
adottivo) (Marigo I., Bosio E. et al., 2010). 
 
4.1.3 Separazione con biglie magnetiche 
 
Vengono  isolate  le  cellule  T  CD8
+  dalle  milze  di  topi  transgenici  BALB/c  TCR‐HA  CD8
+  (CL4) 
attraverso  una  selezione  negativa  effettuata  utilizzando  il  kit  per  l’isolamento  CD8  (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). La purezza delle popolazioni cellulari viene valutata con la 
citometria a flusso e supera il 90% (Marigo I., Bosio E. et al., 2010). 
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4.1.4 Caratterizzazione fenotipica delle MDSC 
 
Dopo quattro giorni di coltura, le MDSC sono caratterizzate mediante l’analisi dell’espressione dei 
seguenti marcatori CD11b, Gr‐1, IL4Ra, F4/80, CD62L. Le cellule (10
6) vengono incubate per 30 
minuti  a  4°C  con  anticorpi  specifici  e,  dopo  un  lavaggio  in  PBS,  vengono  analizzate  al 
citofluorimetro (Marigo I., Bosio E. et al., 2010). 
 
4.1.5 Caratterizzazione funzionale delle MDSC 
 
Per generare in vitro i linfociti T CD8
+ vengono allestiti due diversi tipi di esperimenti: quello di 
reazione  linfocitaria  mista  (MLR)  e  quello  di  coltura  leucocitaria  mista  stimolata  da  peptide 
(MLPC).  
La  MLR  si  effettua  mediante  incubazione  di  linfociti  isolati  dalla  milza  o  dai  linfonodi  di  topi 
donatori e γ‐irradiati (stimolatori) con quelli dei riceventi (effettori) in presenza o meno di cellule 
MDSC.  Dopo  cinque  giorni  di  coltura  si  valutano  la  capacità  delle  cellule  MDSC  di  inibire  la 
proliferazione degli effettori mediante colorazione con sonda CFSE.  
Vengono poi allestiti esperimenti di colture leucocitarie stimolate da peptide (MLPC) mediante 
incubazione di linfociti isolati da topi BALB/c TCR‐HA CD8
+  transgenici per l’espressione di cellule T 
CD8
+ con TCR che riconosce il peptide HA 512‐520 presentato in associazione con MHC di classe I 
incubati  con  il  peptide  HA  2 μ g/ml  in  presenza  di  splenociti γ ‐ irradiati  di  donatore  BALB/c  in 
presenza o meno di cellule MDSC. Dopo cinque giorni di coltura viene valutata la capacità delle 
cellule MDSC di inibire l’attività citotossica dei linfociti T CD8
+ su una linea cellulare di colon‐
carcinoma  CT26  (aplotipo  H‐2
d)  mediante  marcatura  con  le  sonde  CFSE  e  7‐AAD  e  lettura  al 
citofluorimetro (Marigo I., Bosio E. et al., 2010). 
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4.1.6 Metodologia di isolamento delle isole pancreatiche nel topo 
 
Preparazione dell’animale all’asportazione del pancreas 
 
La seguente procedura viene eseguita in un campo sterile e utilizzando solo materiale sterile. 
I topi donatori vengono anestetizzati mediante somministrazione intraperitoneale di una soluzione 
a base di una combinazione di 3 mg/kg di Xilazina e 7 mg/kg di Zoletil 100. Quando l’animale non 
risponde  più  alla  stimolazione  dolorifica  effettuata  tramite  compressione  dei  polpastrelli,  si 
spruzza sul ventre dell’animale alcool etilico e lo si pone sul tavolo operatorio in posizione supina. 
Con le forbici curve a punta acuta e pinze da medicazione chirurgica XLB, del set di strumenti ad 
uso esterno, si pratica, poi, un’incisione longitudinale, lungo il piano mediale del ventre, attraverso 
la  cute,  dalla  pelvi  allo  sterno.  Ad  entrambe  le  estremità,  poi,  si  pratica  un  taglio  trasversale 
attraverso la cute e quindi si rivoltano indietro entrambi i lembi cutanei al fine di esporre i muscoli 
addominali/il peritoneo. Con le forbici rette a punta tonda e con le pinze da medicazione oculistica 
totalmente curve del set chirurgico per uso interno, si effettua un taglio e poi il ribaltamento dei 
muscoli addominali/del peritoneo con una procedura simile a quella usata per la cute, esponendo i 
visceri. Si rimuove quindi il processo xifoideo. Poi si orienta il topo in modo da avere la testa rivolta 
verso  di  sé.  Dopodiché  si  procede  con  il  taglio  dell’arteria  aorta  addominale  per  dissanguare 
l’animale.  Il  sangue  viene  tamponato  con  una  garza.  Si  sistema,  poi,  una  garza  bagnata  con 
soluzione fisiologica 0,9% NaCl sul torace e, successivamente, si ribaltano sopra, con l’aiuto di due 
tamponi sterili, i lobi più grandi del fegato. Questi ultimi sono quindi accuratamente avvolti dal 
tessuto  rimanente  della  garza  al  fine  di  essere  mantenuti  in  posizione.  Spostando, 
successivamente, l’animale sul microscopio da dissezione, con le pinze emostatiche rette extra 
delicate Halsted mosquito, si chiude il dotto pancreatico, alla sua giunzione con il piccolo intestino. 
(Hutton J. C., http://www.ucdenver.edu)   
 
Iniezione della soluzione collagenasi nel coledoco 
 
Un ago collegato con una siringa da 5 ml dotata di ago 26 G con la soluzione di collagenasi viene 
inserito nel dotto biliare comune a livello della giunzione della branca epatica con il dotto biliare. 
Si applica una lieve tensione al dotto spingendo rostralmente il fegato e iniettando lentamente 3‐4 41 
 
ml di soluzione di collagenasi fredda finché il pancreas sarà completamente disteso. (Hutton J. C., 
http://www.ucdenver.edu)   
 
Recupero del pancreas 
 
Si spostano poi i topi dal microscopio da dissezione al tavolo operatorio e li si pone in modo da 
avere la loro testa lontana da sé. A questo punto si rimuove la pinza emostatica che chiudeva il 
dotto  pancreatico/gli  intestini  e  si  solleva  la  stessa  porzione  di  intestino  con  le  pinze  da 
medicazione oculistica mezze curve e si taglia il dotto dagli intestini. Si solleva con ciascuna mano 
un  segmento  intestinale  per  diversi  centimetri,  in  modo  da  avere  due  segmenti  intestinali 
penzolanti. Si allontana quindi il pancreas dall’estremità superiore dell’intestino tenuto dalla mano 
destra. Una volta cominciato a tirare, la maggior parte del pancreas viene via spontaneamente o 
con un lieve sforzo. Dopo aver liberato il pancreas dal cieco, lo si allontana dal grosso intestino 
lavorando indietro verso il cieco e poi lo si rimuove anche dallo stomaco. Di seguito, si asporta la 
milza e si taglia via il pancreas dal mesentere. A questo punto il pancreas viene a trovarsi attaccato 
solo alla milza. Si usa allora quest’ultima come manico per trasportare milza e pancreas verso i 
tubi da centrifuga da 50 ml, posti nella vaschetta contenente ghiaccio, aventi al loro interno la 
soluzione  di  collagenasi.  Sopra  questi  si  lascia  cadere  il  pancreas,  tagliando  il  legame  di 
quest’ultimo  con  la  milza.  Si  pongono  fino  a  tre  organi  in  un  tubo  da  centrifuga  da  50  ml, 
contenente  1  ml  di  soluzione  di  collagenasi  per  ogni  pancreas  ivi  contenuto  (Hutton  J.  C., 
http://www.ucdenver.edu)   
 
4.1.7 Preparazione delle isole pancreatiche al trapianto 
 
Digestione enzimatica del pancreas 
 
I pancreas rigonfi ed escissi sono conservati in un tubo da centrifuga da 50 ml, fino a che anche 
l’ultimo viene asportato. Questi vengono messi poi in incubazione in un bagno di acqua a 37°C per 
un  periodo  di  tempo  che  è  stato  determinato  valutando  le  condizioni  del  digerito  al  tempo 
ottimale di digestione atteso (8‐15’), agitando il tubo fermamente a mano per disgregare il tessuto 
in disintegrazione. L’incubazione viene terminata quando non sono più visibili aggregati di tessuto 42 
 
pancreatico e resta un fine impasto semiliquido, aggiungendo 45 ml di terreno A freddo. Si miscela 
il tutto invertendo due volte il tubo e si lascia in ghiaccio per cinque minuti. Si rimuove poi il 
surnatante (mediante aspirazione con pompa a vuoto), e si lava un’altra volta con 35‐40 ml di 
terreno A freddo per continuare a rimuovere la collagenasi e gli enzimi esocrini. Una volta eseguiti 
i lavaggi, si filtra il preparato (filtro con pori di 500‐600 μm) risospeso in 15 ml di terreno A, per 
eliminare il tessuto non digerito. Il tessuto filtrato si porta a 45 ml di volume con terreno B.  Le 
isole, dopo questa procedura, vengono sottoposte alla purificazione sulla base del gradiente di 
densità con l’Histopaque. (Hutton J. C., http://www.ucdenver.edu). 
 
Purificazione sulla base del gradiente di densità 
 
Si centrifugano le isole, all’interno del tubi da 50 ml usati dopo il lavaggio, per formare un soffice 
pellet portando i tubi fino ad una velocità di circa 2000 RPM per poi bloccarli immediatamente 
(centrifuga Allegra 21R, Beckman). Si rimuove, poi, il surnatante (con aspirazione con pompa a 
vuoto), si riempie il tubo con 5 ml di Terreno B freddo e, quindi, gentilmente si risospende il pellet 
manualmente. Dopodiché, si fa stratificare il preparato delicatamente su 5 ml di Histopaque in un 
tubo da 50 ml, e di seguito si centrifuga il tutto a 2000 RPM per 20 minuti. Le isole pancreatiche si 
vanno a posizionare, sulla base della densità, all’interfaccia tra Histopaque e Terreno B. Con una 
pipetta sierologica usa e getta da 10 ml, si trasferisce delicatamente lo strato di isole in un tubo da 
microcentrifuga  da  15  ml,  si  riempie  poi  quest’ultimo  con  Terreno  B  e  si  mescola  il  tutto 
rovesciando il tubo per due volte e mettendolo in centrifuga a 2000 rpm per un minuto. Si aspira 
quindi quasi tutto il surnatante (il rimanente Histopaque). In seguito il tubo viene riempito con 
Terreno B e si mescola il tutto rovesciandolo per due volte Dopodiché, si lascia sedimentare su 
ghiaccio  per  cinque  minuti.  Si  ripetono  poi  i  passaggi  di  aspirazione  e  aggiunta  di  Terreno  B, 
appena  descritti,  per  una  o  due  volte  finché  il  surnatante  appare  privo  di  tessuto  acinare.  Si 
risospende, in seguito, con circa 5 ml di RPMI completo 1 e si pone il tutto in una capsula di Petri in 
plastica da 100 mm per raccogliere poi manualmente le isole. Si tolgono infine le rimanenti isole 
dal tubo con altri circa 5 ml di RPMI completo 1 (Hutton J. C., http://www.ucdenver.edu). 
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Raccolta manuale delle isole 
 
La  fase  finale  della  separazione  delle  isole  dal  tessuto  acinare  residuo  viene  eseguita  sotto  il 
microscopio.  Per  prima  cosa  è  necessario  modificare  la  punta  della  pipetta  di  Pasteur  per 
diminuire il diametro interno del capillare in modo da aumentare l’efficienza della raccolta. Per 
fare ciò si riscalda il capillare sopra un becco Bunsen. Una volta rimossa la pipetta dalla fiamma, 
tenendo entrambe le estremità, si tira la porzione ammorbidita per produrre una regione con un 
diametro interno molto piccolo (circa 0,15 mm). Con le proprie dita, si rompe poi la pipetta nella 
regione  di  tensione.  Si  ripassa,  infine,  velocemente,  la  punta  e  l’area  ad  essa  adiacente  sulla 
fiamma, per risterilizzarla e per arrotondare la parte terminale della punta di vetro. Si posiziona 
poi una capsula di Petri di plastica da 100 mm vuota sul piano del microscopio . Si aspirano poi le 
isole con la pipetta di Pasteur modificata attaccata con un pipettatore, schivando tanto più tessuto 
acinare  possibile.  Se  le  isole  aspirate  sono  sufficientemente  libere  da  tessuto  acinare,  si 
trasferiscono su un tubo da centrifuga da 15 ml e le si pongono così su ghiaccio. Se il materiale 
digerito non è abbastanza pulito, si trasferiscono le isole in una seconda capsula di Petri vuota. Si 
ripete quindi il processo di raccolta finché le isole sono libere dal tessuto acinare (Hutton J. C., 
http://www.ucdenver.edu). 
 
Colorazione  delle isole con ditizone (DTZ) 
 
Si aggiungono le isole a qualche ml della soluzione finale di ditizone in una capsula di Petri e poi si 
lascia incubare per uno o due minuti. Si valuta, infine, la purezza della popolazione entro pochi 
minuti.  Le  isole  pancreatiche  incorporano  il  colorante  ed  appaiono  rosse  (Hutton  J.  C., 
http://www.ucdenver.edu). 
 
Coltura delle isole prima del trapianto 
 
Le isole pancreatiche vengono messe poi in coltura sulla capsula Petri, contenente il terreno RPMI 
completo precedentemente descritto, e sono conservate ad una temperatura di 37°C per una 
notte. Il giorno dopo queste sono pronte per il trapianto (Hutton J. C., http://www.ucdenver.edu). 
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Figura 4.2.2 Localizzazione dei dotti pancreatici 
 
4.2 In vivo 
 
4.2.1 Descrizione animali  
 
Negli esperimenti di allotrapianto di isole pancreatiche, sono stati usati i seguenti ceppi di topi: 
femmine C57BL6/j, femmine BALB/c. 
Negli  esperimenti  di  trapianto  di  isole  pancreatiche  con  topi  transgenici  sono  stati  usati  topi 
femmine BALB/c Ins‐HA femmine BALB/c T CD8
+ TCR‐HA. 
Tutti gli animali hanno un peso di circa 20 g ed un’età compresa tra le 8 e le 12 settimane di vita e 
si trovano allo stabulario dell’Istituto Oncologico Veneto (IOV) di Padova e sono alimentati con 
dieta ad libitum a base di mangime standard per roditori e acqua di rubinetto sterile. Tutte le 
sperimentazioni  sono  state  approvate  dal  Comitato  Etico  Istituzionale  del  Consorzio  CORIT  e 
regolarmente comunicate al Ministero della Salute in accordo con la Normativa vigente (Decreto 
Legislativo n. 116 del 27 gennaio 1992 "Attuazione della direttiva (CEE) n.609/86 in materia di 
protezione degli animali utilizzati a fini sperimentali o ad altri fini scientifici")  
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4.2.2 Induzione del diabete mellito nel topo con streptozotocina 
 
La streptozotocina 
 
La  streptozotocina  è  un  agente  citotossico  altamente  selettivo  per  le  cellule β  delle  isole 
pancreatiche e può essere somministrato in singola dose ad elevato dosaggio per causare una 
completa necrosi delle cellule β e il diabete in 48 ore. 
Nel  protocollo  di  induzione  del  diabete  con  dosi  multiple  a  basso  dosaggio,  il  trattamento 
dovrebbe essere effettuato per cinque giorni e l’esordio dell’iperglicemia ne risulterebbe ritardato 
anche perché questa metodica provocherebbe solo un parziale danno alle isole. Infatti, con questo 
protocollo  si  viene  ad  attivare  un  processo  infiammatorio  che  provoca  solo,  in  un  secondo 
momento, un’ulteriore perdita di attività delle cellule β e la conseguente deficienza di insulina con 
iperglicemia. Tale risultato sarebbe, però, più strettamente somigliante al diabete mellito umano 
di  tipo  1  nella  patogenesi  e  nei  cambiamenti  morfologici  rispetto  a  ciò  che  si  ottiene  con  il 
protocollo che prevede l’utilizzo di una singola somministrazione ad elevato dosaggio. 
Per la nostra sperimentazione, si è scelta l’induzione rapida del diabete, quindi il protocollo che 
prevede l’utilizzo di una singola dose ad elevato dosaggio, per una questione di sicurezza, visto che 
non si deve preparare la streptozotocina più volte. 
Secondo il protocollo bisognerebbe somministrare ai topi una dose di streptozotocina pari a 200 
mg/kg. Tale dose, però, nel corso delle nostre sperimentazioni, si è dimostrata essere eccessiva in 
quanto l’effetto era letale, pertanto il dosaggio da noi utilizzato è stato di 150‐170 mg/kg (ogni 
lotto va testato per trovare la dose opportuna). A causa della diretta tossicità alle cellule β, i livelli 
di glucosio possono raggiungere valori superiori a 500 mg/dl in 48 ore (Kenneth K. Wu., Youming 
Huan, 2007). 
 
Induzione del diabete mellito  
 
Due  settimane  prima  del  trapianto  i  topi  riceventi  vengono  trattati  con  (150mg/kg)  di 
streptozotocina  (STZ;  Sigma).  Immediatamente  prima  dell’iniezione,  si  scioglie  la  STZ  in  una 
soluzione  0,01 M di tampone sodio citrato sterile (pH 4,5 – Sigma) alla concentrazione finale di 15 
mg/ml (in modo da somministrare 10 μl di soluzione per ogni grammo di peso corporeo del topo 46 
 
ricevente). Usando siringhe da 1 ml con aghi da 25 G, si inietta quindi la streptozotocina per via 
intraperitoneale alla dose di 150 mg/kg nei gruppi di studio.  Successivamente, si rimettono i topi 
nelle loro gabbie, si fornisce loro normalmente cibo e acqua con sucrosio al 10% (w/v; Sigma) e poi 
si  monitorano  attentamente.  Se  il  numero  di  morti  precoci  è  superiore  al  20%,  si  trattano  i 
rimanenti con 1 ml di soluzione al 5% di glucosio per via intraperitoneale (anziché fornire loro 
acqua al 10% di sucrosio da bere) 6 ore dopo l’iniezione di streptozotocina, per prevenire una 
fatale ipoglicemia. Al terzo giorno di sperimentazione, si sostituisce l’acqua con il 10% di sucrosio 
con quella normale. Nelle prime 48‐72 ore dopo la somministrazione di STZ i topi vengono posti in 
isolamento. Alla fine dell’isolamento i topi vengono trasferiti in gabbie pulite e viene misurata la 
glicemia dalla vena della coda usando il sistema di monitoraggio del glucosio One Touch Basic 
(Lifescan) per confermare l’iperglicemia indotta dall’iniezione di streptozotocina Kenneth K. Wu., 
Youming Huan, 2007). 
 
4.2.3 Trapianto delle cellule sotto la capsula renale 
 
Cure pre‐operatorie ed anestesia 
 
Gli animali riceventi sono considerati idonei per il trapianto quando il glucosio ematico viene 
confermato maggiore di 250 mg/dl in 2 misurazioni consecutive. Il giorno del trapianto i topi 
riceventi vengono pesati. I topi che hanno perso più del 20% del peso non vengono usati per la 
sperimentazione. Gli animali vengono anestetizzati mediante somministrazione intraperitoneale di 
una  soluzione  a  base  di  una  combinazione  di  3  mg/kg  di  Xilazina  e  7  mg/kg  di  Zoletil  100 
somministrato intraperitoneo. Infine, si inietta l’anestetico per via intraperitoneale usando una 
siringa da 1 ml con un ago intradermico smusso da 26 G3/8. Questa procedura va messa in atto 
approssimativamente  30  minuti  prima  della  chirurgia.  In  questo  intervallo  di  tempo  possono 
essere preparate le isole e l’area chirurgica (Hutton J. C., http://www.ucdenver.edu). 
 
Preparazione delle isole pancreatiche per i trapianti 
 
Il  giorno  del  trapianto  si  contano  le  isole  pancreatiche  e  si  distribuisce  1  ml  di  sospensione 
cellulare  400  IEQ/ml  in  diversi  tubi  eppendorf  da  1,5  ml.  Le  isole  dopo  qualche  minuto  si 47 
 
troveranno sul fondo della provetta. A questo punto si prende un segmento di tubo in polietilene 
50 (PE‐50) e vi si iniettano le isole pancreatiche (400 IEQ) prelevandole dal fondo della provetta in 
25 μl di volume. Il tubo viene posto in verticale e le isole si compattano al centro del tubo per 
gravità. Il tubo viene tagliato vicino alle estremità del pellet, lasciando da una parte almeno 0.5 cm 
per  permettere  l’inserimento  dell’ago  di  una  siringa  Hamilton  (Hutton  J.  C., 
http://www.ucdenver.edu). 
 
Trapianto 
 
Sul fianco sinistro dell’animale viene eseguita la tricotomia e la pulizia dell’area chirurgica con 
etanolo e betadine. Si controlla che i riflessi siano assenti ad una forte compressione. Si pratica 
una piccola incisione (1,5 cm), poco al di sotto dell’ultima costa, attraverso la pelle usando le 
forbici rette a punta tonda. Poi, usando le forbici curve a punta acuta, si pratica un’altra incisione 
alla parete muscolare e con due cotton fioc si espone il rene appoggiato su due piccole garze sterili 
e imbevute di soluzione fisiologica. Nel corso di tutta questa procedura è importante mantenere 
umido l’organo, pertanto si applica su questo della soluzione salina sterile con una siringa da 10 
ml.  Con  un  ago  si  incide  delicatamente  la  capsula  renale.  Si  prende  quindi  il  tubo  di  PE‐50 
contenente il pellet di isole e si solleva la capsula renale usando una pinza oculistica e si inserisce, 
approssimativamente per 5 mm, il tubo all’interno dell’apertura creata nella capsula renale. In 
seguito,  si  iniettano  le  isole  pancreatiche  al  di  sotto  della  capsula.  Per  evitare  che  le  cellule 
fuoriescano  viene  cauterizzata  la  regione  di  incisione  della  capsula.  Fatto  ciò,  si  riuniscono 
entrambi i margini di taglio dei muscoli della parete addominale e della cute con le pinze e si 
richiude l’incisione con delle graffette da ferita (Autoclips 9 mm) utilizzando l’apposito applicatore. 
Si  pone,  infine,  l’animale  in  una  gabbia  pulita  per  le  cure  post‐operatorie  (Hutton  J.  C., 
http://www.ucdenver.edu). 
 
Cure post‐operatorie 
 
Usando una lampada a infrarossi si tiene l’animale al caldo durante la ripresa dall’intervento. 
L’animale  deve  riprendere  conoscenza  e  ritornare  ad  un  comportamento  normale  prima  di 
ritornare alla colonia. Si deve provvedere ad un adeguato supporto analgesico (Acetaminofene 0,2 48 
 
mg/kg)  nell’acqua  di  bevanda  per  le  48  h  successive  all’intervento.  Nel  post  operatorio  si 
somministrano 60 mg/kg di antibiotico Terramicina. 
Nella settimana successiva al trapianto, si monitorano i segni di sofferenza (respirazione, ferite 
aperte o infezione) e si misura il glucosio ematico tutti i giorni finché i livelli di glucosio ematico si 
normalizzano. Le graffette, utilizzate per richiudere i lembi dell’incisione chirurgica, vengono tolte 
con  l’apposito  strumento  per  la  rimozione  30  giorni  dopo  il  trapianto  (Hutton  J.  C., 
http://www.ucdenver.edu). 
 
4.2.4 Gruppi di trattamento  
 
Dopo il trapianto, in maniera casuale, gli animali vengono divisi in un gruppo di controllo e diversi 
gruppi di trattamento con cellule MDSC, come riportato nella tabella 4.2.4. 
Dieci milioni di MDSC vengono somministrate al giorno zero, fino al giorno 21 per un totale di 4 
somministrazioni (0, 7, 14, 21 gg post‐trapianto), per via endovenosa nella vena caudale (con ago 
ipodermico e siringa da 1 ml). 
Viene  effettuato  anche  un  trapianto  singenico  con  donatore  BALB/c  e  ricevente  BALB/c  di 
controllo, che non avranno rigetto. 
 
 
Figura 4.2.4: Modello sperimentale di trapianto singenico o allogenico (Immagine tratta da Marigo I., Bosio E. et al., 
2010) 
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Modello  Gruppi  Donatori Riceventi
Isotrapianti  ‐‐‐‐‐‐‐‐  BALB/c  (n=13)  BALB/c  (n=7) 
Allotrapianti  Controlli  C57BL6/j (n=23)  BALB/c (n=13) 
MDSC con GM‐CSF + G‐CSF C57BL6/j (n=7)  BALB/c (n=5) 
MDSC con GM‐CSF + IL‐6  C57BL6/j (n=22)  BALB/c (n=15) 
Trapianti 
con animali 
transgenici 
 
 
BALB/c  InsHA (n=4)  BALB/c  (n=2)
BALB/c  InsHA (n=9)  BALB/c  TCR‐HA CD8
+ (n=5) 
Tabella 4.2.4: Gruppi sperimentali  
 
4.2.5 Monitoraggio della glicemia 
 
Si valuta la glicemia dei topi riceventi dalla vena della coda usando il sistema di monitoraggio del 
glucosio One Touch Basic (Lifescan). Nella prima settimana dopo il trapianto, come visto prima, la 
valutazione viene fatta tutti i giorni, poi la si effettua 2 volte alla settimana. Gli animali vengono 
sacrificati  se  presentano  valori  di  glucosio  ematico  maggiori  di  250  mg/dl  in  due  misurazioni 
consecutive. Una volta sacrificati i topi, vengono prelevati da questi il rene sinistro contenente il 
trapianto, il pancreas e gli organi linfoidi (milza e linfonodi) per le analisi istologiche e per la 
caratterizzazione  della  risposta  immunitaria.  L’analisi  istologica  viene  effettuata  presso  il 
laboratorio di Anatomia Patologica Umana della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università 
degli Studi di Padova. 
 
4.2.6 Caratterizzazione fenotipica degli splenociti 
 
Al rigetto sono state raccolte le milze dei riceventi e gli splenociti sono stati fenotipizzati con i 
seguenti  marcatori  (citofluorimetria  4  fluorofori):  CD3‐APC,  CD4‐PerCP,  CD8‐PE,  CD62‐FITC 
(Marigo I., Bosio E. et al, 2010). 
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4.2.7 Valutazione istologica e immunoistochimica  
 
Preparazione dei campioni per le colorazioni istologiche ed immunoistochimiche 
 
I  campioni  vengono  consegnati  ai  laboratori  di  Anatomia  Patologica  in  formalina.  Di  questi  si 
eseguono poi delle sezioni a livello dell’area contenente il trapianto da analizzare. 
I campioni vengono messi prima in una serie di soluzioni di alcool a concentrazione crescente per 
un totale di circa 7 ore per disidratarle e poi in xilolo al fine di togliere l’alcool e preparare il 
tessuto per l’inclusione in paraffina. Il tessuto così processato, viene messo in delle vaschette di 
metallo, poi ricoperto da una griglia di plastica su cui viene fatta colare della paraffina liquida. Una 
volta che si è solidificata la paraffina, la griglia in plastica su cui essa è attaccata, viene tolta dalla 
vaschetta di metallo per poi passare al taglio con il microtomo. Le fettine del campione ottenute 
dopo il taglio al microtomo vengono messe subito in acqua e poi raccolte su appositi vetrini, che 
saranno elettrostatici qualora si debba eseguire un’immunoistochimica. Infine, i vetrini vengono 
messi su un apposito carrellino per le successive colorazioni. 
 
Colorazione ematossilina‐eosina 
 
Il carrellino con i vetrini, dopo sparaffinatura in xilolo e idratazione in serie di soluzioni di alcool a 
concentrazione decrescente,  viene trasferito in una vaschetta contenente acqua deionizzata e 
successivamente  viene  inserito  in  una  vaschetta  di  Ematossilina  di  Mayer  per  dieci  minuti.  Il 
carrellino  viene  poi  trasferito  in  una  vaschetta  contenente  acqua  di  fonte  tiepida  per  la 
differenziazione dei nuclei.  
Fatto ciò, si cambia l’acqua di fonte tiepida e si mette il carrellino dentro una vaschetta di Eosina 
alcolica per dieci secondi. Si trasferisce poi il carrellino nella vaschetta contenente alcool assoluto 
per trenta secondi. Si eseguono poi i passaggi nelle altre vaschette di alcool assoluto, lasciando il 
carrellino per almeno trenta secondi in ognuna. Il carrellino viene successivamente immerso nelle 
vaschette contenenti xilolo per almeno trenta secondi. Si estraggono quindi i vetrini dal carrellino, 
si mette su ognuno di questi una goccia di balsamo di montaggio per montarvi poi sopra un 
vetrino copri oggetto. 
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Colorazione  immunoistochimica  per  la  valutazione  della  presenza  di  insulina  e  la 
caratterizzazione dell’infiltrato infiammatorio con colorazione specifica per CD4, CD8, CD11c, 
F4/80, CD49b e CD45R/B220 
 
Le sezioni del campione tagliate al microtomo devono avere uno spessore di 3‐4 µm e devono 
essere raccolte dall’acqua con vetrini elettrostatici Superfrost Plus. I vetrini, dopo essere stati 
messi sui carrellini di plastica, vengono messi in stufa a 37°C per una notte. Il carrellino con i 
vetrini, dopo sparaffinatura in xilolo e idratazione in serie di alcool a concentrazione decrescente 
viene  trasferito  in  una  vaschetta  contenente  acqua  deionizzata  e  successivamente  in  una 
contenente acqua ossigenata per l’inibizione della perossidasi endogena  per cinque minuti. Si 
rimette poi il carrellino in una vaschetta di acqua deionizzata e quindi lo si trasferisce in un’altra 
contenente  il  PBS.  Si  esegue  in  seguito  lo  smascheramento  antigenico  mettendo  i  vetrini  in 
microonde con tampone citrato pH 6. Si pone poi il carrellino con i vetrini nuovamente in PBS per 
cinque minuti. In questo studio sono utilizzati anticorpi monoclonali anti‐CD4 (ReliaTech GmbH, 
Germany; specifico per l’attività verso i linfociti T helper), anti‐CD8
 (ReliaTech GmbH, Germany; 
specifico  per  l’attività  verso  i  linfociti  T  citotossici),  ant‐CD11c  (ReliaTech  GmbH,  Germany; 
specifico per l’attività verso le cellule dendritiche), anti‐CD45R‐B220  (RA3‐6B2; BioLegend, CA, 
USA; specifico per l’attività verso i linfociti B), anti‐CD49b (DX5, BioLegend, CA, USA; specifico per 
l’attività verso le cellule natural killer), anti‐F4/80 ( C1:A3‐1, BioLegend, CA, USA; specifico per 
l’attività verso i macrofagi). Successivamente si estraggono i vetrini e li si asciugano con un pezzo 
di carta assorbente attorno alla sezione e si circonda quest’ultima con una penna idrofobica (pap‐
pen). Si pongono poi  i vetrini in una scatola porta vetrini nel cui fondo è stato messo un pezzo di 
carta assorbente umido. Si mette quindi una goccia di siero normale sulle sezioni di ogni vetrino e 
si chiude la scatola contenente i vetrini con l’apposito coperchio, lasciandola per dieci minuti a 
temperatura ambiente. Si apre in seguito la scatola, si scola il siero normale da ogni vetrino e si 
pone  su  ogni  sezione  il  relativo  anticorpo  primario  opportunamente  diluito  con  lo  specifico 
diluente per anticorpi. Successivamente si chiude la scatola e la si lascia per un’ora a temperatura 
ambiente. Si apre quindi la scatola e si mettono i vetrini in una vaschetta contenente PBS e li si 
lascia lì per cinque minuti. Una volta fatto ciò, si eseguono altri due cambi di PBS, lasciando i 
vetrini dentro sempre cinque minuti in ciascuna vaschetta.   
La reazione Antigene‐Anticorpo per quel che riguarda l’insulina, viene rilevata mediante l’utilizzo 
del polimero “Evision System HRP Anti‐mouse”  lasciandolo agire per 30 minuti a temperatura 52 
 
ambiente;  invece  per  quel  che  riguarda  gli  anticorpi  per  l’infiltrato,  viene  utilizzato  il  sistema 
avidina‐biotina,  con  utilizzo  di  anticorpo  secondario  biotinilato  (10  minuti  a  temperatura 
ambiente), seguito dal complesso avidina‐biotina‐HRP (5 minuti a temperatura ambiente). 
La parte finale della reazione immunoistochimica è la stessa per tutti i metodi di sviluppo: si apre 
la scatola, si mettono i vetrini in una vaschetta contenente PBS e li si lascia lì per cinque minuti. Si 
fanno poi altri due cambi di PBS lasciandoli sempre cinque minuti ciascuno. Dopo aver preparato il 
cromogeno DAB, se ne mette una quantità adeguata (100 µl) su ogni sezione. Si rimettono quindi i 
vetrini su un carrellino di plastica e li si immergono in una vaschetta contenente acqua deionizzata. 
Si mette poi il carrellino con i vetrini in una vaschetta di vetro contenente Ematossilina di Mayer 
per la controcolorazione dei nuclei, sotto cappa, e lo si tiene lì per un minuto. In seguito si toglie 
poi il carrellino dall’Ematossilina per porlo in una vaschetta contenente acqua di fonte tiepida per 
due minuti.  
Si trasferisce poi il carrellino nella vaschetta contenente alcool assoluto per trenta secondi. Si 
eseguono poi i passaggi nelle altre vaschette di alcool assoluto, lasciando il carrellino per almeno 
trenta secondi in ognuna. Il carrellino viene successivamente immerso nelle vaschette contenenti 
xilolo per almeno trenta secondi in ognuna. Si estraggono quindi i vetrini dal carrellino, si mette su 
ognuno di questi una goccia di balsamo di montaggio per montarvi poi sopra un vetrino copri 
oggetto. 
 
Modalità  di  applicazione  degli  “score”  alle  colorazioni  immunoistochimiche  per  l’insulina  e 
l’infiltrato infiammatorio 
 
Al fine di effettuare una valutazione semi‐quantitativa dell’infiltrato infiammatorio presente nel 
sito  di  trapianto,  è  stato  utilizzato  un  sistema  a  “score”  sulla  base  della  quantità  di  tessuto 
coinvolto. Viene attribuito uno “score” 0 in caso di assenza di infiltrato infiammatorio, uno “score” 
1  se  l’infiltrato  infiammatorio  coinvolge  fino  al  30%  del  tessuto,  uno  “score”  2  se  l’infiltrato 
infiammatorio coinvolge dal 30 al 50% del tessuto ed uno “score” 3  se l’infiltrato infiammatorio 
coinvolge oltre il 50% del tessuto.  
Lo stesso tipo di valutazione semi‐quantitativa viene eseguita anche per la produzione di insulina 
da parte del pancreas autologo e da parte delle isole pancreatiche trapiantate. Si applica quindi 
uno “score” 0 in caso di assenza di produzione di insulina, uno “score” 1 se vi è fino al 30% del 53 
 
tessuto che produce insulina, uno “score” 2 se vi è dal 30 al 50% del tessuto che produce insulina 
ed uno “score” 3 se vi è più del 50% del tessuto che produce insulina. 
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5 Risultati 
 
5.1 Caratterizzazione delle MDSC indotte in vivo con citochine  
 
Le MDSC, isolate da topi portatori di tumore, sono caratterizzate dall’espressione di marcatori 
cellulari  come  CD11b,  Gr‐1  (Ly6C/G),  CD124  (IL‐4Rα)  insieme  con  bassi  livelli  di  marcatori 
macrofagici, come F4/80. Allo scopo di individuare quali citochine o combinazioni di citochine 
potevano  favorire  la  generazione  di  MDSC,  nei  laboratori  del  dott.  Bronte  sono  state 
somministrate diverse citochine, implicate nella mielopoiesi, in topi sani. Il fenotipo delle cellule 
della  milza  ottenute  dopo  i  diversi  trattamenti  sono  state  caratterizzate  mediante  l’analisi 
citofluorimetrica (Marigo I., Bosio E. et al., 2010). Nella figura 5.1.A, qui di seguito riportata, si può 
vedere un esempio del fenotipo degli splenociti di un animale di controllo negativo (topo “naive”), 
ovvero sano, non affetto da neoplasia che dimostra l’assenza di cellule CD11b
+Gr‐1
+. Al centro, si 
vede  l’espressione  degli  stessi  marcatori  in  splenociti  di  un  topo  affetto  da  tumore  da  colon 
carcinoma  C26‐GM,  in  cui  si  possono  notare  delle  modifiche  dovute  all’alterazione  della 
mielopoiesi indotta dalla crescita tumorale. Più a destra, lo stesso tipo di analisi è stata condotta 
sugli  splenociti  di  un  topo  trattato  con  la  citochina  peg‐GM‐CSF  (GM‐CSF  coniugata  con 
polietilenglicole,  che  ne  aumenta  l’emivita  nel  siero),  intraperitoneo  per  3‐5  giorni.  Si  può 
osservare che l’accumulo di cellule con fenotipo molto simile a quello che si ottiene in cellule 
isolate da un soggetto affetto da colon carcinoma C26‐GM. 
In figura 5.1B sono stati analizzati altri marcatori tipici delle MDSC come F4/80, CD62/L, IL‐4Rα e si 
può vedere come i profili siano molto simili in splenociti  ottenuti dal topo con colon carcinoma 
C26‐GM o in topi trattati con peg‐GM‐CSF. 56 
 
 
Figura 5.1: Analisi del fenotipo di cellule MDSC isolate dalla milza di topi BALB/c sani (“naive”), di topi BALB/c  C26‐GM 
portatori di tumore o trattati con peg‐GM‐CSF  (immagine tratta da Marigo I., Bosio E. et al., 2010) 
  
5.2 Caratterizzazione delle MDSC indotte in vitro con citochine  
 
Le MDSC sono state generate mediante la coltura di cellule di midollo di topo con diverse citochine 
o combinazioni di citochine in vitro. 
Nella figura 5.2.1, si osserva la capacità delle diverse citochine di stimolare il differenziamento in 
vitro di MDSC da parte di cellule mieloidi. Da qui si può notare che le colture stimolate con GM‐CSF 
A 
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+ G‐CSF e con GM‐CSF + IL‐6 sono quelle che hanno una maggior successo nella differenziazione di 
cellule MDSC rispetto alle altre.  
Oltre alla caratterizzazione fenotipica delle MDSC, è stata analizzata la loro capacità di sopprimere 
l’attività litica di cellule T CD8
+ stimolate con un peptide specifico (Marigo I., Bosio E. et al., 2010).. 
La figura 5.2.2, mostra la capacità di sopprimere l’attività litica di linfociti T CD8
+ di MDSC ottenute 
dopo  stimolazione  con  diverse  citochine  o  combinazioni  di  esse.  Da  ciò  è  emerso  che  le 
combinazioni di citochine GM‐CSF + G‐CSF e di GM‐CSF + IL‐6 erano quelle con maggiore attività 
soppressoria  in  vitro.  Per  tale  motivo  come  terapia  immunomodulante  nei  trapianti  di  isole 
pancreatiche sono state utilizzate le cellule MDSC ottenute dopo stimolazione con le combinazioni 
di citochine GM‐CSF + G‐CSF o con GM‐CSF + IL‐6 . 
 
Figura 5.2.1: Analisi dell’espressione fenotipica di cellule MDSC ottenute dopo stimolazione con diverse citochine o 
combinazioni di citochine (immagine tratta da Marigo I., Bosio E. et al., 2010). 
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Figura 5.2.2: Analisi dell’attività soppressoria di MDSC ottenute dopo stimolazione in vitro con diverse citochine o 
combinazioni di citochine (immagine tratta da Marigo I., Bosio E. et al., 2010).              
 
5.3 Esperimenti di trapianto di isole pancreatiche nel topo in 
presenza di MDSC 
 
Ogni  esperimento  di  allotrapianto  prevede  la  suddivisione  degli  animali  in  diversi  gruppi 
sperimentali, che comprendono, nell’esperimento 1, un gruppo di controllo della qualità delle 
isole trapiantate (trapianti singenici) e negli esperimenti 1 e 2 gruppi di allotrapianti di controllo 
cioè in assenza del trattamento con MDSC e allotrapianti di animali che ricevono il trattamento 
con le MDSC. 
In una prima fase gli animali vengono resi diabetici mediante trattamento farmacologico con STZ, 
una  volta  che  la  condizione  di  iperglicemia  è stabile,  i  soggetti  subiscono  il  trapianto  di  isole 
pancreatiche.  59 
 
La  tabella  5.3  riporta  un  esempio  del  monitoraggio  del  peso  e  delle  glicemie  dei  soggetti 
dell’esperimento 1, nella fase di induzione dello stato diabetico prima del trapianto. 
La  glicemia  prima  dell’induzione  era  compresa  tra  78  e  135  mg/dl  (media  97±12  mg/dl).  La 
glicemia misurata il giorno del trapianto era compresa tra 254 e 400 mg/dl (media 324±45 mg/dl) 
Cinque animali su trenta sono deceduti a causa della tossicità della Streptozotocina con un tasso di 
mortalità del 17%.  
Ventuno soggetti hanno risposto in seguito ad una singola dose di streptozotocina, nove hanno 
richiesto una seconda somministrazione.  
Dopo l’induzione dello stato diabetico è stato osservato un calo ponderale medio del 17,2%. 
 
 
Gruppo 
 
Animale 
 
Glicemia 
(mg/dl) pre‐
1° dose STZ 
 
Peso (g) 
pre‐1° 
dose STZ 
Glicemia 
(mg/dl) 48h 
post‐1° dose 
STZ 
Glicemia 
(mg/dl) 
120h post‐1° 
dose STZ 
Peso (g) 
120h 
post‐1° 
dose STZ 
Glicemia 
(mg/dl) 48h 
post‐2° dose 
STZ  soggetti * 
e 168h  post‐1° 
dose STZ 
 
Glicemia 
(mg/dl) al 
giorno del 
trapianto 
Peso (g) al 
giorno del 
trapianto 
 
G1  1  114  18,6  267 332 16,3 261 360  15,1
G1  3  103  19,4  327 381 17,1 302 320  17
G1  6  96  19,0  348 400 16,5 330 400  15,7
G1  9  94  18,7  246 344 16,2 312 258  15,6
G1  10  135  19  208 375 15,7 323 263  15,4
G1  18  80  19,1  170 294 17,5 335 380  17,5
G1  20  85  18,0  240 347 14,9 338 350  14,9
G2  1  110  20,5  235 350 17,8 310 307  16,7
G2  4  95  19,7  132 146* 18,3 152 254  15,9
G2  10  87  20,1  232 353 17,4 275 330  16,4
G2  11  98  20,9  150 166* 20,2 227 246  20,7
G2  14  100  19,3  134 142* 18,1 147 281  16,0
G2  15  109  19,3  151 294 17,3 268 326  15,8
G2  19  87  20,8  205 326 18,5 313 356  17,0
G3  3  85  21,0  108 126* 18,2 138 407  17,2
G3  5  87  18,7  127 157* 17,9 133 346  16,9
G3  7  103  19,5  173 216 18,0 312 330  16,8
G3  9  86  19,2  136 141* 19,0 153 330  17,5
G3  16  98  19,6  156 289 18,2 298 318  17,9
G4  2  88  19,5  147 155 * 19,2 118 279  n.p.
G4  5  78  20,0  141 220 18,5 264 300  18,5
G4  6  97  19,1  139 288 18,5 284 361  17,7
G4  8  93  19,5  153 168* 18,9 138 298  n.p.
G4  12  106  18,9  202 372 17,1 345 379  15,3
G4  13  111  18,7  116 137* 17,7 166 318  15,4
†  2  86  19,7  335 297 14,8 ‐‐   ‐
†  4  94  19,1  286 305 14,3 599 ‐  ‐
†  7  103  20,0  306 ‐‐ ‐ ‐   ‐
†  8  117  19,0  107 253 13,7 ‐‐   ‐
†  17  94  19,6  357 ‐‐ ‐ ‐   ‐
Tabella 5.3: Monitoraggio delle glicemie e dei pesi degli animali durante la fase di induzione del diabete 
 
La figura 5.3 riporta un esempio del  monitoraggio dei pesi degli animali dell’esperimento 1. Si 
vede che l’induzione dello stato diabetico comporta, come nel diabete giovanile dell’uomo, una 
perdita di peso.  60 
 
 
Figura 5.3: Analisi del calo ponderale degli animali dopo trattamento con STZ fino al giorno 0 del trapianto. 
 
5.3.1  Esperimento  1:  allotrapianto  di  isole  pancreatiche  in 
presenza  di  MDSC  generate  dopo  stimolazione  con  diverse 
combinazioni di citochine 
 
Nell’esperimento 1 dopo l’induzione del diabete gli animali sono stati suddivisi in 4 gruppi definiti 
G1, G2, G3 e G4.  
 
Gruppo G1: trapianto singenico 
 
Topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche da donatori BALB/c cioè in condizioni 
singeniche.  Lo  scopo  di  questo  gruppo  è  verificare  che  le  isole  trapiantate  siano  in  grado  di 
normalizzare la glicemia degli animali diabetici dopo il trapianto e di mantenerla a lungo termine 
in  assenza  di  una  risposta  immunitaria.  La  figura  5.3.1.1  mostra  un  esempio  delle  isole 
pancreatiche colorate con DTZ dopo la digestione enzimatica del pancreas. In A è riportato un 
esempio dopo i primi passaggi di purificazione in cui si può osservare la presenza di residui della 
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componente esocrina, in B si possono vedere le isole dopo l’ultimo passaggio della purificazione. Si 
ottiene un’elevata purezza.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3.1.1: Isole pancreatiche di topo colorate con Ditizone.  
 
Nel gruppo G1 le glicemie tornano a valori normali subito dopo il trapianto e si mantengono entro 
intervalli fisiologici per tutta la durata dell’osservazione che si protrae fino a 250 giorni (figura 
5.3.1.2).  
 
Figura 5.3.1.2: Monitoraggio delle glicemie nel gruppo G1 
 
 
Al momento del sacrificio, sono stati prelevati rene e pancreas per valutare nel primo le isole 
trapiantate e nel secondo l’eventuale attività endocrina residua del pancreas autologo. Sul rene 
era visibile anche macroscopicamente l’area in cui era presente il trapianto (figura 5.3.1.3). 
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Figura 5.3.1.3: Rene prelevato al momento del sacrificio su cui è visibile il trapianto di isole pancreatiche. 
 
Sul  pancreas  autologo,  grazie  alla  colorazione  immunoistochimica  effettuata  sui  preparati 
istologici, si può notare che la produzione di insulina era scarsa a seguito del trattamento con STZ 
(figura 5.3.1.4). 
 
 
 
Figura  5.3.1.4:  Caratterizzazione  immunoistochimica  di  pancreas  autologo  per  la  valutazione  della  produzione  di 
insulina, a 200X – score 1. 
 
Alla  valutazione  istologica  con  ematossilina‐eosina  a  livello  renale,  nella  zona  subcapsulare  è 
possibile rilevare le isole trapiantate (figura 5.3.1.5.A).  
La  funzionalità  delle  cellule  trapiantate  è  stata  valutata  mediante  la  colorazione 
immunoistochimica delle sezioni di rene con un anticorpo anti‐insulina In tutti i casi si poteva 
notare un’elevata produzione ormonale (score 3). In figura 5.3.1.5.B è riportato un esempio.  
Dalle colorazioni immunoistochimiche per caratterizzare l’infiltrato infiammatorio, si può notare 
che esso è praticamente assente (figura 5.3.1.5.C‐H). 63 
 
                     
                     
                     
                     
Figura 5.3.1.5: Colorazione ematossilina‐eosina (A) a 100X e caratterizzazione immunoistochimica di sezioni renali 
nella sede di trapianto e valutazione della produzione di insulina (B), a 100X, e valutazione di CD4 (C), CD8 (D), CD11 
(E),  CD45  (F),  CD49  (G),  F4/80  (H)  a  200X  in  un  soggetto  che  è  stato  sottoposto  a  trapianto  singenco  di  isole 
pancreatiche. 
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Gruppo G2: allotrapianto di controllo in assenza di MDSC 
 
I topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche isolate da donatori C57BL6/j. Questo 
gruppo rappresenta il controllo di trapianto allogenico che sarà confrontato con i gruppi di animali 
che riceveranno un trapianto allogenico e il trattamento con MDSC.  
La figura 5.3.1.6 mostra il monitoraggio delle glicemie. Si vede che tutti i soggetti rigettano entro il 
32° giorno dal trapianto, ad eccezione del soggetto #14 i cui valori tornano nella norma subito 
dopo il trapianto e si mantengono entro intervalli fisiologici per tutta la durata dell’osservazione.  
 
Figura 5.3.1.6: Monitoraggio delle glicemia nel gruppo G2 
 
Al momento del sacrificio, anche in questo caso sono stati prelevati rene e pancreas. 
Alla  valutazione  istologica  con  ematossilina‐eosina  a  livello  renale,  nella  zona  subcapsulare  è 
possibile rilevare le isole trapiantate residue, si può inoltre osservare la presenza di insulite che è 
caratterizzata  da  lieve  infiltrazione  di  linfociti  T  CD4
+,  CD8
+  e  NK.  (figura  5.3.1.7.A).  Le  isole 
pancreatiche quando presenti sono scarsamente positive alla colorazione per l’insulina. La figura 
5.3.1.7.B mostra l’esempio di un animale. 
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Gruppo G3: allotrapianto e MDSC indotte con GM‐CSF + G‐CSF 
 
Topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche isolate da donatori C57BL6/j. Inoltre, 
questi animali sono stati trattati con MDSC ottenute dopo stimolazione in vitro con GM‐CSF + G‐
CSF (4 somministrazioni una volta alla settimana). 
La figura 5.3.1.8 mostra il monitoraggio delle glicemie. Il soggetto #7 ha mostrato un andamento 
della glicemia fluttuante successivamente al trapianto ed è dovuto essere sacrificato al 31° giorno 
dal trapianto. I soggetti #3 e #9 hanno mostrato per dei periodi valori di glicemia elevata, ma sono 
rimasti generalmente sotto i 250 mg/dl, mentre il soggetto #5 ha mostrato livelli di normoglicemia 
per tutta la durata della sperimentazione. Il soggetto #3 è stato sacrificato al 100° giorno dal 
trapianto a causa dell’iperglicemia, mentre i soggetti #5 e #9 sono stati sacrificati alla fine della 
sperimentazione. 
 
Figura 5.3.1.8: Monitoraggio delle glicemia nel gruppo G3 
 
L’analisi istologica di un animale con sopravvivenza a lungo termine (#9) mostra la presenza di 
isole pancreatiche vitali e funzionali (figura 5.3.1.9.A). Si può notare anche la presenza di un esteso 
infiltrato infiammatorio. 
Dalle colorazioni immunoistochimiche per caratterizzare l’infiltrato infiammatorio, si può notare 
che esso è marcato con presenza di linfociti T CD4
+, CD8
+, NK e B. 
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Gruppo G4: allotrapianto e MDSC indotte con GM‐CSF + IL‐6 
 
Topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche isolate da donatori C57BL6/j. Inoltre, 
questi animali sono stati trattati con MDSC ottenute dopo stimolazione in vitro con GM‐CSF + IL‐6 
(4 somministrazioni totali, una volta alla settimane). La figura 5.3.1.10 mostra il monitoraggio delle 
glicemie. Questi soggetti hanno dato risultati abbastanza eterogenei. L’animale #8 è deceduto 
subito dopo il trapianto, ma già prima dell’intervento era debole e disidratato e per questo era un 
soggetto  a  rischio.  Il  soggetto  #5  è  deceduto  al  20°  giorno  dal  trapianto  dopo  l’ultima 
somministrazione di MDSC. Al 25° giorno dal trapianto è stato sacrificato anche il soggetto #2 a 
causa dell’iperglicemia. Il soggetto #13 ha avuto valori glicemici anche molto bassi in seguito al 
trapianto, probabilmente anche a causa di un’infezione. L’animale #6 è stato sacrificato al 126° 
giorno per i test MLR, però esso, dopo il trapianto, ha sempre avuto la glicemia entro intervalli 
fisiologici. I soggetti #12 e #13 sono arrivati al termine della sperimentazione mantenendo dei 
livelli di glicemia fisiologici dopo il trapianto. 
 
Figura 5.3.1.10: Monitoraggio delle glicemia nel gruppo G4 
 
L’analisi istologica di un animale con sopravvivenza a lungo termine (#12) mostra la presenza di 
isole pancreatiche vitali e funzionali (figura 5.3.1.11.A). Anche in questo caso si può notare la 
presenza di un esteso infiltrato infiammatorio localizzate focale o multifocale. 
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5.3.2  Esperimento  2:  allotrapianto  di  isole  pancreatiche  in 
presenza di MDSC generate dopo stimolazione con G‐CSF + IL‐6 
 
L’esperimento 1 ha evidenziato che il trattamento con MDSC generate con la combinazione G‐CSF 
+ IL‐6 è molto efficace nel prolungare la sopravvivenza del trapianto e quindi è stato ripetuto 
l’esperimento utilizzando solo questo tipo di trattamento. Gli animali riceventi BALB/c sono stati 
resi  diabetici  mediante  la  somministrazione  di  STZ  come  descritto  nell’esperimento  1. 
Successivamente sono stati divisi nei gruppi G1 e G2 
 
Gruppo G1: allotrapianto di controllo in assenza di MDSC 
 
Topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche isolate da donatori C57BL6/j. Questo 
gruppo rappresenta il controllo di trapianto allogenico che sarà confrontato con i gruppi di animali 
che riceveranno un trapianto allogenico e il trattamento con MDSC. 
La figura 5.3.2.1 mostra il monitoraggio delle glicemie. Da qui si vede che il 66% degli animali 
rigetta entro il 62° giorno dal trapianto, ad eccezione dei soggetti #6 e il #15 i cui valori tornano 
nella norma subito dopo il trapianto e si mantengono entro intervalli fisiologici per tutta la durata 
dell’osservazione. 
 
 
Figura 5.3.2.1: Monitoraggio delle glicemia nel gruppo G1 
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Al momento del sacrificio, anche in questo caso sono stati prelevati rene e pancreas per valutare 
nel primo le isole trapiantate e nel secondo l’eventuale attività endocrina residua del pancreas 
autologo. 
Alla  valutazione  istologica  con  ematossilina‐eosina  a  livello  renale,  nella  zona  subcapsulare  è 
possibile  rilevare  le  isole  trapiantate  (figura  5.3.2.2.A).  Nella  figura  5.3.2.2.B  relativa  alla 
colorazione immunoistochimica effettuata su delle sezioni di rene per rilevare la produzione di 
insulina da parte delle isole trapiantate, si può notare una scarsa produzione ormonale. 
Dalle colorazioni immunoistochimiche per caratterizzare l’infiltrato infiammatorio, si può notare 
che esso è scarso lieve e occasionale. 
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Gruppo G2: allotrapianto e MDSC indotte con GM‐CSF + IL‐6. 
 
Topi BALB/c sono stati trapiantati con isole pancreatiche isolate da donatori C57BL6/j. Inoltre, 
questi animali sono stati trattati con MDSC ottenute dopo stimolazione in vitro con G‐CSF + IL‐6 (4 
somministrazioni una volta alla settimana). 
La figura 5.3.2.3 mostra il monitoraggio delle glicemie. Tutti gli animali del gruppo, eccetto il 
soggetto 7, al momento del sacrificio erano normoglicemici.  
 
Figura 5.3.2.3: Monitoraggio delle glicemia nel gruppo G2 
 
L’analisi istologica mostra la presenza delle isole trapiantate vitali e positive per la produzione di 
insulina (figura 5.3.2.4.A, B). Il sito del trapianto è diffusamente infiltrato da cellule infiammatorie 
come si può vedere in figura 5.3.2.4.C‐H.  
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5.3.3  Analisi  delle  sopravvivenze  del  trapianto  nei  diversi  gruppi 
sperimentali 
 
Gli  animali  degli  esperimenti  1  e  2  sono  stati  raggruppati  e  analizzati  insieme.  Le  curve  di 
sopravvivenza sono riportate in figura 5.3.3. Il gruppo di trapianti singenici sopravviveva a lungo 
termine (oltre 100 giorni), il gruppo di allotrapianti di controllo sopravviveva con mediana di 23 
giorni (curva rosa). 3 animali su 5 del gruppo trattato con MDSC indotte dopo stimolazione con le 
citochine  GM‐CSF  e  G‐CSF  avevano  una  sopravvivenza  del  trapianto  maggiore  di  100  giorni. 
Tuttavia questa differenza non è risultata essere statisticamente significativa rispetto al gruppo di 
controllo (p=0,257). Nel caso del gruppo trattato con MDSC generate dopo stimolazione in vitro 
con GM‐CSF e IL‐6, 12 animali su 15 avevano una sopravvivenza del trapianto maggiore di 100 
giorni.  In  questo  secondo  gruppo  di  trattamento  la  sopravvivenza  del  trapianto  è  risultata 
significativamente aumentata rispetto al gruppo di controllo (p<0,005.) 
 
Figura 5.3.3: Analisi delle sopravvivenze dei soggetti degli esperimenti 1 e 2. Gruppo di trapianti singenici (curva 
rossa), gruppo di allotrapianti di controllo (curva rosa). Gruppo di allotrapianti trattati con MDSC generate dopo 
stimolazione con GM‐CSF + G‐CSF (curva blu). Gruppo di allotrapianti trattati con MDSC generate dopo stimolazione 
con GM‐CSF + IL‐6 (curva verde). 
 
 
 
 
 
 76 
 
5.4 Modello di trapianto da donatori transgenici BALB/c Ins‐HA 
a riceventi transgenici BALB/c TCR‐HA (CL4) 
 
5.4.1 Esperimento 3 – Dati preliminari  
 
Al fine di comprendere i meccanismi immunologici alla base dell’effetto immunomodulante delle 
MDSC, è stato utilizzato un modello di trapianto di isole pancreatiche utilizzando topi transgenici.  
In questi esperimenti sono stati usati come donatori animali BALB/c Ins‐HA che esprimono sulle 
cellule pancreatiche l’emoagglutinina del virus influenzale (HA). Come donatori di cellule oppure 
come riceventi del trapianto sono stati usati topi BALB/c TCR‐HA CD8
+, cioè che hanno la quasi 
totalità  di  linfociti  T  CD8
+  che  esprimono  un  recettore  specifico  per  HA  che  riconoscono  in 
associazione con MHC di classe I (BALB/c TCR‐HA CD8
+). Questo modello permette di valutare una 
risposta di rigetto antigene‐specifica mediata da linfociti T CD8
+.  
Sono stati eseguiti esperimenti di messa a punto del modello. Inizialmente sono stati eseguiti 
esperimenti di trapianto di isole pancreatiche da donatori BALB/c Ins‐HA in topi riceventi BALB/c ai 
quali, il giorno prima del trapianto, venivano somministrati 4 milioni di cellule TCR‐HA CD8
+ isolate 
da animali BALB/c TCR‐HA CD8
+. Un inoculo singolo di cellule TCR‐HA CD8
+ non era sufficiente a 
rigettare le isole pancreatiche Ins‐HA. 
Successivamente è stato eseguito un trapianto di isole pancreatiche da donatori BALB/c Ins‐HA in 
topi riceventi BALB/c TCR‐HA CD8
+. In questo modello il rigetto avveniva in 17 giorni in 4 animali su 
5, come mostra la figura 5.4.1.1. 
Nello  stesso  esperimento  sono  stati  eseguiti  anche  trapianti  di  controllo  che  prevedevano  il 
trapianto  di  isole  pancreatiche  da  donatori  BALB/c  Ins‐HA  in  riceventi  BALB/c.  Gli  animali  di 
controllo sono stati sacrificati dopo 115 giorni dal trapianto con glicemia normale (inferiore a 100 
mg/dl) (figura 5.4.1.2). 
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Figura 5.4.1.1: Trapianto di isole pancreatiche BALB/c Ins‐HA in riceventi BALB/c CD8
+ TCR‐HA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 5.4.1.2: Trapianto di isole pancreatiche BALB/c Ins‐HA in riceventi BALB/c 
 
Caratterizzazione fenotipica degli splenociti isolati al sacrificio 
 
Al momento del sacrificio, dagli animali che rigettavano il trapianto, sono state prelevate le milze 
per l’analisi degli splenociti. Come controllo negativo è stato usato un campione di splenociti 
isolati da un animale BALB/c TCR‐HA (CL4) non trapiantato. 
 
 
 
 
0
100
200
300
400
500
-20 -10 0 10 20
G
l
i
c
e
m
i
a
 
(
m
g
/
d
l
)
Tempo (giorni)
Balb/c Ins-HA  to Balb/c TCR-HA (CL4) 1
4
6
8
1078 
 
Analisi delle cellule T CD8
+ 
L’analisi dei linfociti T CD8
+ indica un aumento dei linfociti T CD8
+ negli animali trapiantati da un 
valore del 15% nel controllo CL4 non trapiantato ad un valore medio dei 4 animali rigettati del 
31±4,6% (escludendo l’animale #8, che non aveva rigettato e mostra un minor aumento dei T 
CD8
+) (figura 5.4.1.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4.1.3: Analisi della popolazione di linfociti T CD8
+ degli animali trapiantati rispetto ad un controllo negativo 
non trapiantato. 
 
Analisi delle cellule T CD8
+ e CD62L
+  
La percentuale di linfociti T CD8
+ e CD62L
+ aumenta da un valore del 6,4% nell’animale di controllo 
CL4 non trapiantato a un valore di media 11,7±0.2% (escludendo l’animale #8, che non aveva 
rigettato e mostra un minor aumento dei T CD8
+CD62L
+) (figura 5.4.1.4). 
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Figura 5.4.1.4: Analisi della popolazione di linfociti T CD8
+ e CD62L
+ degli animali trapiantati rispetto ad un controllo 
non trapiantato. 
 
Analisi delle cellule T CD4
+ 
La percentuale di linfociti T CD4
+ da un valore del 17,6% a un valore medio dei 4 animali trapiantati 
di 19±3% (figura 5.4.1.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4.1.5: Analisi della popolazione di linfociti T CD4
+.  
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Analisi delle cellule T CD4
+ e CD62L
+ 
La percentuale di linfociti T CD4
+, CD62L
+ va da un valore di 3,9% per l’animale di controllo a un 
valore medio degli animali con rigetto di 5,3±1.4 (figura 5.4.1.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4.1.6: Analisi della popolazione di linfociti T CD4
+, CD62L
+. 
 
Dall’analisi  degli  splenociti  degli  animali  che  vanno  incontro  al  rigetto,  si  vede  che  c’è 
un’espansione delle cellule T CD8
+, inoltre in questa popolazione si vede che aumentano le cellule 
positive per il marcatore di attivazione linfocitaria CD62, mentre non si osserva un’espansione dei 
linfociti T CD4
+ (tabella 5.4.1). 
 
Fenotipo (% cellule 
positive) 
Controllo CL4 
non trapiantato 
#1  #4  #6  #8  #10 
T CD8
+  15,2  29,3  30,3  27,2  21,0  37,8 
T CD8
+, CD62
+  6,4  11,9  11,5  11,5  7,4  11,8 
T CD4
+  17,6  19,7  17,0  23,2  19,4  16,5 
T CD4
+, CD62
+  3,9  5,6  4,7  7,1  5,2  3,7 
Tabella 5.4.1: Riassunto delle percentuali degli splenociti TCD8
+ e TCD4
+ 
 
L’analisi istologica dei trapianti di questi animali mostra l’assenza di isole pancreatiche vitali e 
funzionali e un notevole infiltrato infiammatorio, come si vede in un esempio di un animale in 
figura 5.4.1.7. 81 
 
 
                     
Figura 5.4.1.7: Colorazione ematossilina‐eosina (A) a 100X e caratterizzazione immunoistochimica di sezioni renali 
nella sede di trapianto. Valutazione della produzione di insulina (B), a 100X.  
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6 Discussione  
 
Il diabete mellito insulino‐dipendente (IDDM) è una malattia di rilevante impatto socio‐sanitario, 
perché molto diffusa e aggravata da complicanze acute e croniche, spesso invalidanti e in alcuni 
casi direttamente causa di morte.  
Nell’uomo  l’IDDM  si  può  curare  mediante  la  somministrazione  quotidiana  di  insulina  oppure 
mediante  il  trapianto  di  pancreas  o  di  isole  pancreatiche.  Il  trapianto  d’organo  o  di  tessuto 
pancreatico è necessariamente accompagnato dalla terapia immunosoppressiva a cui il paziente 
deve sottoporsi per tutto il periodo post‐trapianto. La somministrazione di insulina è una pratica 
semplice ed efficace per la cura dell’IDDM, ma non sempre l’attento monitoraggio della glicemia 
da parte del paziente diabetico è sufficiente a soddisfare l’esatto fabbisogno di insulina ed evitare 
periodi di ipoglicemia o iperglicemia che possono portare a complicazioni a lungo termine.  
E’ stato dimostrato che l’allotrapianto di isole pancreatiche è in grado di ripristinare il sistema di 
secrezione  dell’insulina  che  si  autoregola  in  base  alle  concentrazioni  ematiche  del  glucosio, 
riducendo in modo significativo il rischio di sviluppo di complicanze acute e croniche associate 
all’IDDM. D’altra parte, la vitalità a lungo termine delle isole pancreatiche è scarsa. Mentre la 
sopravvivenza del trapianto di isole pancreatiche è del 96% un anno dopo il trapianto, si riduce al 
7,5%, 5 anni dopo il trapianto.  
Numerosi  studi  sono  in  corso  in  questo  campo  per  individuare  delle  strategie  in  grado  di 
prolungare la sopravvivenza delle isole trapiantate.  
In questo lavoro di tesi è stato  studiato l’effetto immunosoppressivo di cellule di derivazione 
mieloide (MDSC) con attività soppressoria, nel tentativo di favorire l’instaurarsi della tolleranza in 
un  modello  di  allotrapianto  di  isole  pancreatiche  nel  topo,  senza  l’impiego  di  farmaci 
immunosoppressivi. 
Il sistema immunitario ha evoluto un efficace meccanismo di feedback per prevenire il danno che 
deriverebbe da un’eccessiva o prolungata risposta infiammatoria dell’ospite. Questi meccanismi 
comprendono la generazione e/o la proliferazione di popolazioni cellulari che regolano in modo 
negativo le funzioni delle cellule T attivate. Una di queste popolazioni, definite MDSC, ha una 
potente azione di inattivazione delle cellule T CD4
+ e T CD8
+, azione che è stata proposta come un 
potenziale nuovo strumento terapeutico. Le MDSC sono state inizialmente descritte come cellule 
che si espandono nella milza, nel sangue, nei linfonodi di topi affetti da tumori solidi ed ematici. Le 84 
 
MDSC  comprendono  probabilmente  precursori  immaturi  della  linea  mielo‐monocitica  ed 
inibiscono l’attività delle T cellule intervenendo sul metabolismo dell’amminoacido L‐Arginina e la 
produzione  di  specie  reattive  dell’ossigeno  e  dell’azoto.  E’  stato  dimostrato  che  le  proprietà 
immunosoppressive delle MDSC contribuiscono alla mancata distruzione del tessuto neoplastico. 
Recentemente è stato ipotizzato che queste cellule aventi attività immunosoppressive potrebbero 
costituire un approccio di immunomodulazione nel trapianto.  
Giacché  un’ipotetica  applicazione  clinica  delle  MDSC  in  questo  campo  richiederebbe  la 
disponibilità di un grande numero di cellule, nella prima parte della tesi sono stati studiati i fattori 
che potevano favorire prima in vivo e successivamente in vitro il differenziamento di cellule MDSC. 
Questo lavoro ha permesso di dimostrare che le MDSC potevano essere facilmente indotte in vitro 
mediante la coltura di cellule del midollo osseo di topo con diverse citochine o combinazioni di 
esse. In particolare gli studi in vivo dimostravano che l’uso di GM‐CSF + G‐CSF o di GM‐CSF + IL‐6 
permetteva la differenziazione di cellule midollari in cellule esprimenti tutti i markers tipici delle 
cellule MDSC. Inoltre, le combinazioni delle citochine GM‐CSF + G‐CSF oppure GM‐CSF + IL‐6 erano 
quelle che presentavano una maggior attività soppressoria dell’attivazione ed espansione di cellule 
T stimolate in vitro. Per tale motivo sono state utilizzate le MDSC ottenute da questi due tipi di 
coltura per effettuare dei test in vivo di allotrapianto di isole pancreatiche nel topo.  
Al momento, il trapianto di isole pancreatiche rappresenta l’applicazione clinica della medicina del 
trapianto  con  i  peggiori  risultati  clinici.  Numerosi  fattori  possono  contribuire  a  questi  risultati 
insoddisfacenti.  In  particolare,  vi  è  la  consapevolezza  che  gli  approcci  immunsoppressivi 
correntemente  utilizzati  sono  poco  adatti  al  trapianto  di  isole.  Infatti,  è  noto  che  le  cellule β  
pancreatiche  sono  particolarmente  vulnerabili  all’esposizione  di  farmaci  immunosoppressivi 
comunemente utilizzati dopo il trapianto. Per tale motivo la scelta del modello in vivo di trapianto 
su cui applicare una terapia a base di MDSC è ricaduta nel trapianto di isole pancreatiche. 
Inizialmente è stato messo a punto il modello del diabete nei soggetti riceventi BALB/c mediante la 
somministrazione di streptozotocina. Questo farmaco è un antibiotico con tossicità selettiva per le 
cellule β delle isole pancreatiche. E’ stato necessario provare diversi dosaggi di farmaco su più 
gruppi di animali per ottenere la dose ottimale a partire dai dati pubblicati in letteratura. Un 
modello stabile di diabete è stato ottenuto con la somministrazione di 150 mg/kg i.p.. In seguito 
alla somministrazione della streptozotocina è stato osservato un calo di peso dei soggetti, dovuto 
agli effetti diabetogenici di questo antibiotico. Esso, infatti, provocando la distruzione delle cellule 
β, determina una carenza di insulina, che a sua volta causa una condizione di iperglicemia con un 85 
 
mancato assorbimento cellulare di glucosio. Per sopravvivere gli animali, non potendo ricavare 
energia dal glucosio, devono degradare il muscolo e le riserve adipose corporee per riuscire a 
mantenere la loro omeostasi con conseguente calo della massa corporea. Una volta che i topi 
BALB/c erano stabilmente diabetici, venivano trapiantati con isole pancreatiche isolate da topi 
C57BL6/j. I diversi gruppi di trattamento a partire dal giorno del trapianto ricevevano anche MDSC 
singeniche per un totale di 4 somministrazioni.  
I risultati ottenuti in questo lavoro indicano che il trasferimento adottivo di cellule MDSC in topi 
trapiantati con isole pancreatiche allogeniche ed in assenza di immunosoppressione farmacologica 
erano in grado di indurre la tolleranza del trapianto. Gli animali di controllo rigettavano il trapianto 
dopo 3‐4 settimane dal trapianto con una mediana di 23 giorni. Diversamente, 3 animali su 5 del 
gruppo trattato con MDSC indotte dopo stimolazione con le citochine GM‐CSF e G‐CSF avevano 
una sopravvivenza del trapianto maggiore di 100 giorni. Tuttavia questa differenza non è risultata 
essere statisticamente significativa rispetto al gruppo di controllo (p=0,257), a causa dell’esiguo 
numero  di  soggetti  considerati.  Nel  caso  del  gruppo  trattato  con  MDSC  generate  dopo 
stimolazione in vitro con GM‐CSF e IL‐6, 12 animali su 15 avevano una sopravvivenza del trapianto 
maggiore di 100 giorni. In questo secondo gruppo di trattamento la sopravvivenza del trapianto è 
risultata significativamente aumentata rispetto al gruppo di controllo (p<0,005). In tutti i casi, i 
tessuti trapiantati con sopravvivenza a lungo termine erano caratterizzati da un considerevole 
infiltrato  linfo‐monocitario.  Infiltrato  che,  nonostante  spesso  fosse  quantitativamente  più 
rappresentato che nei tessuti di controllo rigettati, non provocava la necrosi o la degenerazione 
delle isole pancreatiche trapiantate. Inoltre, è stato osservato che l’infiltrato cellulare presentava 
una forte componente di cellule NK sia negli animali con sopravvivenze a lungo termine presenti 
nel gruppo di controllo sia negli animali dei gruppi di trattamento con MDSC. Si può ipotizzare che 
queste cellule potrebbero avere un ruolo nel contrastare l’effetto aggressivo di cellule T effettrici e 
facilitare la sopravvivenza a lungo termine del trapianto (Guang Yu, Xuemin Xu et al., 2006). 
 
Una volta verificato l’effetto tollerogenico delle MDSC nel trapianto, nella seconda parte della tesi 
sono  stati  eseguiti  esperimenti  per  la  messa  a  punto  di  un  modello  di  trapianto  di  isole 
pancreatiche allo scopo di studiare i meccanismi di azione alla base dell’attività soppressoria delle 
MDSC. A tal fine sono stati impiegati come donatori animali BALB/c Ins‐HA che esprimono sulle 
cellule pancreatiche l’emoagglutinina del virus influenzale (HA). Come donatori di cellule oppure 
come riceventi del trapianto sono stati usati topi transgenici che esprimono sulla quasi totalità dei 86 
 
linfociti T CD8
+ un recettore specifico per HA in associazione con MHC di classe I (BALB/c TCR‐HA 
CD8
+). Questo modello permette di valutare una risposta di rigetto antigene‐specifica mediata dai 
linfociti T CD8
+, linfociti che giocano un ruolo importante nel rigetto delle isole pancreatiche e nei 
fenomeni autoimmuni che portano al diabete di tipo 1 (Faustman D. L., Davis M., 2009). I nostri 
studi dimostrano che il trapianto di cellule BALB/c INS‐HA vengono rigettate nel topo BALB/c 
solamente se il ricevente possiede un’alta percentuale di cellule T CD8
+ esprimenti il recettore TCR 
specifico. Il rigetto veniva confermato dall’analisi istologica in cui si osservava un massivo infiltrato 
cellulare e la presenza di insulina liberata da scarse cellule β lisate. Inoltre si poteva osservare negli 
splenociti di questi animali un’espansione di linfociti T CD8
+. Questo modello sarà fondamentale 
nella comprensione del ruolo giocato dalle MDSC sulle cellule effettrici CD8
+ nell’instaurarsi della 
tolleranza nel trapianto di isole pancreatiche.  
In conclusione, in questo lavoro di tesi è stato osservato che il trasferimento adottivo delle MDSC 
in un modello di allotrapianto di isole pancreatiche nel topo favorisce lo stabilirsi della tolleranza 
del trapianto. Tuttavia, giacché le MDSC sono una popolazione eterogenea di precursori cellulari, 
non è escluso che vi siano delle sottopopolazioni di MDSC più efficaci nell’indurre la tolleranza del 
trapianto. Pertanto la ricerca in questo settore è indirizzata verso l’individuazione dei markers 
specifici delle cellule con maggiore attività tollerogenica. 
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